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Cistatin F je zaviralec cisteinskih peptidaz in član skupine tipa II cistatinske družine. 
Sintetizira se kot 145 aminokislin (AK) dolg neaktiven dimer. N-vezani sladkorji mu 
omogočajo prenos v endosome/lizosome, kjer se aktivira. Monomerizacijo in aktivacijo 
olajša proteolitična cepitev 15 AK na N-končnem delu, ki tudi spremeni inhibitorne lastnosti 
monomerne oblike. N-končno skrajšan cistatin F postane močan zaviralec katepsina C. 
Izločena  neaktivna dimerna oblika cistatina F se lahko privzame tudi v okoliške celice in se 
znotraj njih aktivira. Cistatin F se specifično izraža v imunskih celicah, v patoloških stanjih 
pa je njegovo izražanje lahko prisotno tudi v drugih celicah. Tako se pri multipli sklerozi 
med procesom demielinizacije izraža v mikrogliji. Povišano izražanje gena Cst7, ki kodira  
cistatin F, je pokazano tudi v mikrogliji, na mišjem modelu Alzheimerjeve bolezni. 
Mikroglije so makrofagom podobne celice centralno živčnega sistema (CŽS). Namen 
magistrske naloge je bil določiti znotrajcelično lokalizacijo cistatina F v človeški mikrogliji, 
njegovo izločanje iz celic in privzem v okoliške celice mikroglije. Glavne tarče inhibitornega 
delovanja cistatina F smo določili z merjenjem aktivnosti katepsinov. V ta namen smo 
hTERT celice transfecirali s plazmidi, ki v svojem nukleotidnem zaporedju nosijo zapis za 
dimerno (divji tip), aktivno N-končno skrajšano ali neglikozilirano obliko cistatina F. 
Proteinske vrednosti cistatina F v mikrogliji, njegovo izločanje v gojišče in privzem v 
okoliške celice smo določili s prenosom western. Lokalizacijo posameznih oblik cistatina F 
v celičnih predelkih pa z uporabo fluorescenčne konfokalne mikroskopije. Določili smo, da 
se tako dimerni (divji tip) cistatin F kot tudi aktiven N-končno skrajšan cistatin F privzemata 
iz zunajceličnega prostora in preneseta v endosome/lizosome. Neglikozilirana oblika 
cistatina F pa se zaradi odsotnosti N-vezanih sladkorjev ne privzame v netransfecirane celice 
in je tudi v monomerni obliki ne najdemo v endosomih/lizosomih. Odsotnost N-vezanih 
sladkorjev torej onemogoči zaviranje cisteinskih katepsinov in delovanje cistatina F in trans 
v človeški mikrogliji. Izražanje cistatina F v mikrogliji nekoliko zmanjša aktivnost katepsina 
C, bolj pa aktivnost katepsina L. 





Cystatin F is a  cysteine peptidase inhibitor and a member of the type II cystatin family. It is 
synthesized as an 145 amino acid (AA) long inactive dimer. N-linked glycans alow it to 
transfer to endosomes/lysosomes, where it is activated. Monomerization and activation of 
cystatin F is facilitated by the proteolytic cleavege of the 15 AA at the N-terminal part. The 
proteolytic cleavage also alters the inhibitory profile of the monomeric form. Consequently, 
the N-terminal truncated  cystatin F becomes a strong inhibitor of cathepsin C. The secreted 
inactive dimeric form of cystatin F can also be taken up by bystander cells and activated 
within them. Cystatin F is specifically expressed in immune cells, however, in pathological 
conditions its expression can be present in different cell types. In multiple sclerosis, during 
the phase of demyelination it is expressed in microglia. Elevated expression of the Cst 7 
gene, which encodes the cystatin F, has also been shown in a mouse model of Alzheimerˊs 
disease. Microglia are macrophage-like cells of the central nervous system (CNS). The aim 
of our study was to determine the intracellular localization of cistatin F in human microglia, 
its secretion and uptake into the bystander cells. Main targets of cystatin F in microglia were 
determined by measuring the activity of cysteine proteases. For this purpose, h-TERT cells 
were transfected with plasmids containing dimeric (wild type), active N-terminally truncated 
or non-glycosylated form of cistatin F. The expression of cystatin F in microglia, its secretion 
from cells and uptake into bystander cells were determined by using western blot. 
Localization of individual forms of cystatin F within the cells were determined by using 
fluorescence confocal microscopy. Both dimeric (wild type) and active N-terminally 
truncated cystatin F were found to be internalized and transfered to endosomes/lysosomes 
of microglia. However, due to the absence of N-linked glycans, the non-glycosylated form 
of cystatin F was not taken up by recipient cells and did not enter the endo/lysosomal system. 
The absence of N-linked glycans thus inhibits the inhibition of cysteine cathepsins and the 
action of cystatin F in trans in human microglia.  The expression of cystatin F in microglia 
reduces the activity of cathepsin L wereas its effects on cathepsin C activity were negligible. 
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Preglednica I: Seznam uporabljenih okrajšav 
Kratica Pomen 
AB Alzheimerjava bolezen  
AK Aminokislina 
APP  Amiloidni prekurzorski protein 
APβ  Amiloidni protein β 
Asn Asparagin 
ATP Adenozin-5ˊ-trifosfat 
BSA Goveji serumski albumin 
CD Označevalec pripadnosti (cluster of 
differentiation) 
CMAP Cistatin, podoben proteinu povezanim z 
metastazami (cystatin like metastasis 
associated protein) 
CRES Cistatin, povezan z obmodkovim 
spermatogenim proteinom (cystatin related 
epididymal spermatogenic protein) 
CTL Citotoksični limfociti T 
CŽS Centralni živčni sistem 
DAM Mikroglija povezana z boleznijo (disease-
associated microglia) 
DAPI 4,6-diamidino-2-fenilindol 
DC Dendritične celice 
dH2O   Destilirana voda 
DMEM Eaglovo gojišče modificirano po Dulbeccu 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
DTT Ditiotreitol 
EDTA Etilendiamin tetraocetna kislina 
FBS Fetalni goveji serum 
GAPDH  Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 
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MHC-I, MHC-II Poglavitni histokompatibilnostni kompleks 
M6PR Manoza-6-fosfatni receptor 
MS Multipla skleroza 
NK Naravne celice ubijalke 
PBS Fosfatni pufer 
PFA Paraformaldehid 
RIPK1 Receptor, ki intereagira s serin/treonin 
kinazo 1(receptor-interacting 
serine/threonine-protein kinase 1) 
SDS Natrijev lavrilsulfat 
SDS-PAGE Poliakrilamidna gelska elektroforeza v 
prisotnosti natrijevega lavrilsulfata 
TBS Tris pufer 





Tioflavin S pozitivni plaki 




Lizosomske cisteinske peptidaze, znane tudi kot cisteinski katepsini, sodijo v skupino 
papainu podobnih encimov. Gre za družino C1, ki je del klana CA, vanjo pa sodi 11 
človeških katepsinov: B, C, F, H, K, L, O, S, V, X in W. Nekateri, kot so katepsini B, H ,L 
in C, se izražajo nespecifično, medtem ko so drugi tkivno ali celično specifični. Na primer, 
katepsin K se večinoma izraža v osteoklastih in ima ključno vlogo pri resorbciji kosti (1). V 
telesu so sintetizirani kot neaktivni prekurzorji, za svojo aktivacijo pa potrebujejo kislo 
okolje lizosomov. Ti encimi imajo ključno vlogo pri različnih bioloških procesih v 
fizioloških in patoloških stanjih, vključno z revmatoidnim artritisom in osteoartritisom, 
rakom, nevrološkimi motnjami, osteoporozo, nastankom luskavice (2) in tudi pri razvoju in 
napredovanje različnih tumorjev (1). 
Cistatini so naravno prisotni zaviralci lizosomskih cisteinskih peptidaz, ki se nahajajo bodisi 
v celici ali zunaj celično (3). Cistatine  glede na njihovo strukturo razdelimo v tri skupine. 
Cistatini tipa I so stefini, vanjo sodita stefin A in stefin B. So večinoma citosolni in vsebujejo 
približno 100 aminokislin. Niso glikozilirani in ne vsebujejo disulfidnih vezi, prav tako 
nimajo signalnih peptidov (4,5). Cistatini tipa II so zunajcelični proteini, člani te skupine so 
cistatini C, D, E/M, F, S, SA, SN, cistatini 11, 12, 13, 14, CRES in testatin. Vsebujejo okoli 
120 aminokislin, so lahko glikozilirani in imajo vsaj dve disulfidni vezi. Najbolj kompleksni 
so cistatini tipa III, kininogeni. So večnamenski proteini, ki vsebujejo 3 tandemsko 
ponovljene  domene, ki so podobne cistatinom tipa II. Prisotni so v krvi in drugih telesnih 
tekočinah (4). Večina cistatinov tipa II deluje zunajcelično, nadzorujejo izločene in napačno 
usmerjene peptidaze. Izjema je cistatin F, saj deluje pretežno znotrajcelično (6). 
5.1.1 Cistatin F 
Cistatin F (tudi CMAP-cystatin like metastasis associated protein ali levkocistatin) se 
specifično izraža v imunskih celicah kot so nevtrofilci, eozinofilci, mastociti, makrofagi, 
dendritične celice, CTLs in NK celice (4). Ima relativno nizko homolognost 
aminokislinskega zaporedja z drugimi člani tipa II cistatinske družine (~ 35 %). Glavni 
razliki sta razširjeno N-končno območje in 2 dodatna cisteinska ostanka (3). Sintetizira se 
kot 145 AK dolg neaktiven dimer (7). Dimer poleg dveh disulfidnih vezi med cisteini 124 
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in 144 ter 99 in 110 tvori dodatno intermolekularno disulfidno vez med cisteinoma 26 in 63. 
Ta cisteinska ostanka sta  značilna za cistatin F. Molekula je glikozilirana na mestih  Asn 62 
in Asn 115 (8). Dodatna glikozilacija je možna na mestu Asn 61. Struktura cistatina F je 
predstavljena na sliki 1. 
           
Z zeleno barvo so označeni N-vezani sladkorji, z oranžno pa cisteinske stranske verige, ki sodelujejo v 
disulfidnih mostovih. Povzeto po (8). 
Od oligosaharidnih verig je odvisno učinkovito vstopanje cistatina F v endocitno pot (9). 
Dimer je namreč kot zaviralec cisteinskih katepsinov neaktiven in je lahko preusmerjen z 
več N-vezanimi glikani iz sekretorne poti preko manoze-6-fasfatnega receptorja (M6PR) 
proti endo/lizosomskim predelkom, kjer se aktivira z monomerizacijo. Za monomerizacijo 
so in vitro potrebni zelo strogi redukcijski pogoji, in vivo pa proteolitična cepitev  15 AK na  
N-končnem delu (6), domnevno s katepsinom V (4), olajša pretvorbo dimerne oblike v 
monomerno in tudi spremeni inhibitorne lastnosti monomerne oblike (4,6). Monomerni 
cistatin F polne dolžine se tesno veže na cisteinske endopeptidaze kot so; katepsin L, F, K 
in V, manj tesno na katepsine S in H, ne veže pa se na katepsine B, X in C (3,6). N končno 
skrajšan cistatin F postane močan zaviralec katepsina C, njegova sposobnost zaviranja 
katepsina H pa se le malo poveča (6). Shematski model interakcije med cistatinom F in 
katepsinom C je predstavljen na sliki 2. 
 
 




Slika 2: A:Shematski model interakcije cistatina F polne dolžine (modra) s katepsinom C (siva/rdeča).  
Slika prikazuje sterično oviranje med podaljšanim N-koncem cistatina F in izključitveno domeno 
katepsina C. B: Odstranitev 15 N končnega dela cistatina F odstrani sterično oviro in omogoči, da zdaj 
N-končni lizin 35 intereagira s kloridnim ionom (zelena) na dnu katepsina C. C: Podrobnosti o 
predlagani interakciji  med okrnjenim cistatinom F in katepsinom C. S pikčastimi črtami so označene 
morebitne vodikove vezi med amino skupinama lizina 35 in katepsinom C, kot tudi stik med lizinom 35 
in kloridom. Povzeto po (3). 
 
Medtem ko disulfidno povezan dimer ne zavira C1 družino cisteinskih peptidaz, pa cistatin 
F tako v monomerni kot dimerni obliki zavira C13 družino endopeptidaz, vendar preko 
drugega vezavnega mesta (6).  
V posameznih celičnih predelkih najdemo različne oblike cistatina F. Tako neaktivno 
dimerno obliko najdemo v Golgijevem aparatu, endoplazmatskem retikulumu in 
zunajceličnih tekočinah, medtem ko se monomerna oblika nahaja v endosomih in lizosomih. 
Zanimivo je, da cistatin F lahko deluje in trans, kar pomeni, da je izločena neaktivna dimerna 
oblika cistatina F internalizirana in aktivirana v drugih prejemnih celicah. Prednostno 
izražanje v imunskih celicah, obstoj različnih oblik z različnimi inhibitornimi lastnostmi, 
endosomska/lizosomska-lokalizacija in sposobnost delovanja in trans so značilnosti, ki 
kažejo na pomembno regulatorno funkcijo cistatina F v imunskem odgovoru (4).                                                                                                                                   
Izražanje cistatina F je povezano tudi z nekaterimi patološkimi stanji. Raven cistatin F 
mRNA se poveča v granulocitih pacientov s policitemijo vero (10). Znižane koncentracije 
cistatina F najdemo pri sindromu kronične utrujenosti (11), medtem ko so velike 
koncentracije cistatina F prisotne pri vnetnih procesih pljučnih motenj (12). Povišano 
izražanje cistatina F je ugotovljeno tudi pri nekaterih tumorjih in je povezano z večjim 
metastatskim potencialom. Tako je  zvišana raven mRNA v tkivu bolnika z rakom debelega 
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črevesa in danke v korelaciji z jetrnimi metastazami in slabšo prognozo raka (13).  Izražanje 
gena Cst 7, ki kodira cistatin F, je dokazano v mikrogliji, pridobljeni iz mišjih modelov 
amiotrofične lateralne skleroze, bolezni spodnjega in zgornjega motoričnega nevrona (14), 
in na mišjih modelih Alzheimerjeve bolezni (15). Močno povišano izražanje cistatina F je 
dokazano v možganih miši, okuženih s prioni. Prionske bolezni so redke, pozno nastajajoče, 
hitro napredujoče in usodne prenosljive nevrodegenerativne motnje, med katere sodi 
Creutzfeldt-Jakobova bolezen (16). Cistatin F se v mikrogliji  povišano   izraža tudi  pri 
multipli sklerozi med akutno demielinizacijo in preneha v kronični fazi, v kateri se 
sposobnost remielinizacije izgubi. Izraženost cistatina F tako kaže na pojav stalne 
demielinizacije/remielinizacije med multiplo sklerozo (17).  
5.1.2 Izražanje cistatina F v mikrogliji in vpliv na nevrodegenerativne bolezni 
5.1.2.1 Mikroglija  
 Izvor mikroglije 
Mikroglija, ki jo sestavljajo makrofagom podobne celice centralno živčnega sistema (CŽS) 
(15), obsega približno 10-15 % vseh glialnih celic znotraj CŽS (18). So prirojene imunske 
celice CŽS, ki se razvijejo iz primitivnih makrofagov v rumenjakovi vrečki in se gibljejo v 
predele, ki se bodo razvili v možgane okrog desetega embrionalnega dneva (19). Celice 
mikroglije na tej stopnji imajo ameboidno obliko in postanejo popolnoma razvejane v 
celotnih možganih do 28. dneva postnatalnega razvoja. Mirujoče celice mikroglije v 
možganih odraslih imajo majhno celično telo, iz katerega izhajajo številni izrastki. V stanju 
aktivacije mikroglije se ti izrastki krajšajo in debelijo (18). Mikroglija svoje število ohranja 
z mitozo (20). S staranjem pa vse večji delež mikroglije kaže spremenjene morfološke 
značilnosti, kot so skrajšani ali fragmentirani izrastki. Mikroglijo s tako morfologijo 
imenujemo distrofična mikroglija (21). 
 Funkcija mikroglije 
Ustrezno delovanje mikroglije je ključnega pomena za zdrav CŽS (20). Pri opravljanju 
homeostatskih funkcij mikroglijska celična telesa ostajajo nepremična, njihovi izrastki pa 
neprestano opazujejo okoliški zunajcelični prostor in neposredno komunicirajo z nevroni, 
astrociti in krvnimi žilami. Mikroglija sprošča trofične dejavnike, ki podpirajo nastanek 
nevronskih vezij in spodbujajo njihovo preživetje, odmrle in odvečne celice, nevrone ter 
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sinapse pa mikroglija odstranjuje s fagocitozo (18). Zaradi svoje vloge v CŽS je mikroglija 
zelo občutljiva na majhne fiziološke in patološke spremembe (22), kar ji omogoča, da se 
hitro odzove na poškodbo ali okužbo s preoblikovanjem iz mirujoče v aktivno obliko (18). 
Aktivacija mikroglije nastopi hitro po večini motenj homeostaze CŽS, intenzivnost in obseg 
v katerem se pojavi pa sta sorazmerna z resnostjo motnje (21). Aktiviranje mikroglije po 
poškodbi ali okužbi CŽS je prikazano na sliki 3. 
 
 
Slika 3: Aktiviranje mikroglije po poškodbi ali okužbi CŽS. Ob poškodbi možganov, ki povzroči 
nekrotično celično smrt, poškodovano tkivo in okoliški astrociti sprostijo zunajcelični ATP, kar sproži 
aktiviranje specifičnih purinergičnih receptorjev izraženih v mikrogliji. Na primer, ko mikroglija zazna 
ATP prek P2Y12R in P2X4R, povzroči usmerjanje izrastkov proti poškodovanemu mestu. Obseg 
poškodbe tkiva verjetno narekuje, kako hitro se mikroglija pretvori v fagocite. Povzeto po (18). 
 
V stanju mirovanja so celice mikroglije slabe antigen predstavitvene celice, po aktivaciji pa 
učinkovito predstavljajo antigene limfocitom T tako po MHC-I kot MHC-II poti. Aktivacija 
mikroglije, ki je potrebna za boj proti patogenom v CŽS, pa je meč z dvema rezoma. 
Hiperaktivacija mikroglije lahko zaradi pretiranega izločanja citokinov in kemokinov vodi 
do kroničnega vnetja, opaženega med nevrodegeneracijo (22). 
5.1.2.2 Alzheimerjeva bolezen (AB) 
AB je kronična progresivna nevrodegenerativna bolezen, pri kateri so v ospredju znaki 
demence. Potrditev diagnoze te bolezni temelji na amiloidnih plakih in nevrofibrilarnih 
pentljah. Pojavu amiloidnih plakov in odmiranju nevronov v možganski skorji sledi 
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pojavljanje nevrofibrilarnih pentelj v nevronih pomembnih nevrotransmitorskih sistemov. 
Nevrofibrilarne pentlje so vlaknasti snopiči, ki se kopičijo v distrofičnih nevronih. Glavna 
sestavina nevrofibrilarnih pentelj so skupki čezmerno fosforiliranega proteina tau. Čezmerno 
fosforiliranje je posledica povečane aktivnosti kinaze proteina tau. Možno je, da k temu 
prispeva amiloidni protein β (APβ), saj dodajanje topnega APβ celični kulturi nevronov 
zveča fosforilacijo proteina tau v nevronih. APβ je polipeptid z 39-42 aminokislinami, ki 
nastane pri proteolitičnem razcepu amiloidnega prekurzorskega proteina (APP). V senilni 
lehi se molekule APβ nalagajo v skupke netopnih fibril. Zrela leha kaže sliko vnetne reakcije 
v živčnem tkivu, v okolici amiloidne sredice pa v histološkem preparatu vidimo zvijugane 
distrofične dendrite in nevrite, aktivirane astrocite ter mikroglijo. Ker so v poskusih v 
kulturah živčnih celic ugotovili, da ima APβ nevrotoksične učinke in ker aktivira kinazo 
proteina tau, prevladuje hipoteza, da je motnja na ravni presnove APP primarna pri 
patogenezi AB (23). 
 AB, mikroglija in cistatin F 
Disfunkcija mikroglije ima temeljno vlogo pri patogenezi AB, saj mikroglija sodeluje pri 
privzemu in odstranjevanju APβ s fagocitozo in razgradnjo v lizosomskih katepsinih (15). 
Večina rizičnih genov za AB je izražena v mikrogliji, nekateri celo selektivno (19). Na eni 
strani ima mikroglija zaščitno funkcijo, ki omejuje toksično kopičenje APβ in s tem razvoj 
AB, na drugi strani pa lahko aktivirana mikroglija škodljivo vpliva na AB (19,24). V 
normalnih pogojih je funkcija mikroglije zaščitna, pri čemer deluje kot vzdrževalni fagocit 
za homeostazo tkiv in ohranjanje zunajceličnega prostora čistega APβ, s čimer preprečuje 
nastanek AB. Ko se koncentracija APβ povečuje, mikroglija privzema in čisti topne vrste 
APβ ter fagocitira netopne fibrilarne APβ plake in ko kopičenje APβ prehiteva fagocitozo 
mikroglije, se ta kopiči okrog amiloidnih plakov in tvori zaščitno pregrado. Amiloidne 
vlaknine stisne v tesno zapakirano in potencialno manj strupeno obliko, preprečuje nabiranje 
novega APβ na obstoječe plake in zmanjša aksonsko distrofijo bližnjih nevronov. Na drugi 
strani pa obstajajo številni dokazi, da lahko nebrzdana aktivnost mikroglije škoduje 
nevronom pri nevrodegenerativnih boleznih. Mikroglija lahko namreč neposredno s 
fagocitozo povzroči izgubo sinapse in poslabša tau patologijo. Poleg tega lahko aktivirana 
mikroglija izloča vnetne mediatorje, ki neposredno ali posredno poškodujejo nevrone. 
Mikroglija v vnetnem stanju proizvaja TNF-α, IL-1β in druge vnetne citokine (19). Ugotovili 
so, da interlevkin-1, ki ga izloča aktivirana mikroglija, spodbuja astrocite k mitozi in k sintezi 
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APP ter izločanju APβ.  Na ta način mikroglija inducira astrocite v nevrotoksično stanje, ki 
povzroči smrt nevronov (23). Celične aktivnosti mikroglije ob β-amiloidnih plakih so 
prikazane na sliki 4. 
 
Slika 4: Shematski prikaz celičnih aktivnosti mikroglije ob β-amiloidnih plakih. Leva stran slike 
prikazuje zaščitno delovanje mikroglije, ki omejuje napredovanje nevrodegenerativne bolezni. 
Mikroglija lahko očisti  APβ z makropinocitozo topnega APβ (1), s privzemom APβ povezanega z 
lipoproteinom (2) ali fagocitozo fibrilarnih agregatov APβ (3). Mikroglija deluje zaščitno tudi z 
zbijanjem amiloidnih plakov v gosto jedrno ploščo (4). Desna stran slike prikazuje bolezensko stanje, ko 
je mikroglija okvarjena oziroma jo kopičenje APβ prehiteva. Vlakna APβ na obrobju plaka delujejo kot 
substrat za dodatno fibrilizacijo in so rezervoar strupenih vrst APβ, ki škodujejo nevronom (5). 
Mikroglija lahko izloča dejavnike, ki aktivirajo astrocite (6) in sodelujejo pri izgubi sinapse (7). Povzeto 
po (19). 
 
Vztrajno vnetje tudi poslabša fagocitno sposobnost mikroglije, vendar molekularni 
mehanizem še ni popolnoma znan. Predpostavlja se, da je lahko ključnega pomena za 
zmanjšanje fagocitne sposobnosti aktivirane mikroglije od RIPK1 posredovano povišano 
izražanje Cst7, gena za cistatin F. Cst 7 je izražen v aktivirani mikrogliji v možganih 
bolnikov z AB, njegovo povečano izražanje pa lahko oslabi lizosomsko funkcijo v 
mikrogliji. Aktiviranje RIPK1 posreduje indukcijo fenotipa DAM (disease-associated 
microglia), vključno s spremenjenim vnetnim odzivom in zmanjšanjem fagocitne aktivnosti. 
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Ugotovljeno je bilo, da zaviranje aktivnosti kinaze RIPK1 zmanjšuje amiloidno obremenitev 
v CŽS. Na mišjih modelih je tako farmakološko kot genetsko zaviranje kinaze RIPK1 
zmanjšalo obremenitev z amiloidnimi oblogami in vsebnost netopnega  APβ. Ker je 
nastajanje in očistek APβ v možganih podvrženo strogi ureditvi, bi lahko celo skromno 
zmanjšanje očistka zadostovalo za kopičenje APβ in naknadno odlaganje v plake, da bi 
spodbudilo patogenezo (15). 
5.1.2.3 Multipla skleroza (MS) 
MS je najpogostejša avtoimunska in demielinizacijska bolezen osrednjega živčevja. Prvi 
simptomi MS se najpogosteje pojavijo med 20. in 40. letom starosti. Glede na potek bolezni 
delimo MS na recidivno-remitentno MS, sekundarno napredujočo MS in primarno 
napredujočo MS. Recidivna-remitentna MS je najpogostejša oblika MS. Bolezen poteka v 
zagonih. Najpogostejši znaki in simptomi v času 1. zagona so: paraliza enega ali več udov, 
vnetje vidnega živca, parastezije, dvojne slike, motnje ravnotežja in motnje mokrenja. Po 
zagonu lahko pride po popolnega ali delnega izboljšanja stanja. Veliko teh bolnikov sčasoma 
razvije sekundarno napredujočo MS. Pri teh bolnikih se stanje počasi slabša. Pri primarno 
napredujoči MS bolezen ne poteka v zagonih, ampak se bolnikom stanje slabša od samega 
začetka bolezni. Vzrok MS še vedno ni znan, vemo pa, da so za nastanek MS pomembni 
vplivi iz okolja in dedni dejavniki. Patološke značilnosti MS so demielinizacijski plaki, ki 
so razsejani po vsem osrednjem živčevju. Mielinske ovojnice skrbijo za hitro prevajanje 
živčnih impulzov po živčnih vlaknih. V demielinizacijskih plakih so poleg okvarjenih 
mielinskih ovojnic vidni tudi vnetni infiltrati in okvara aksonov. V začetku bolezni v 
možganih prevladuje predvsem vnetni proces, z leti trajanja pa začne prevladovati 
degenerativni proces, kjer je v ospredju propad aksonov in napredovanje možganske atrofije 
(25). 
 MS in izražanje cistatina F v mikrogliji 
Na tkivih pacientov z MS je bilo ugotovljeno, da v akutno demielinizirajočih se regijah pride 
do izražanja cistatina F v aktivirani mikrogliji. Izražanje cistatina F v zdravih možganih pa 
je popolnoma odsotno (14). V mišjih modelih kronične demielinizacije je dokazano, da se 
izražanje cistatina F lokalizira v regijah, ki so v teku z demielinizacijo in sočasno 
remielinizacijo in se pojavi že zelo zgodaj, še preden se pojavi vidni plak oziroma je 
demielinizacijo mogoče zaznati z obarvanjem mielina. Izražanje cistatina F se preneha pri 
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kronični demielinizaciji, pri kateri se izgubi sposobnost remielinizacije. Ker izražanje 
cistatina F služi kot dober pokazatelj stalne demielinizacije in remielinizacije in je njegov 
nivo izražanja različen v različnih fazah bolezni, bi ga lahko uporabili kot dober kazalec za 
odločanje o fazi demielinizirajoče bolezni (17). 
Z genetsko manipulacijo cistatina F na mišjih modelih je ugotovljeno, da pomanjkanje 
cistatina F povzroči poslabšanje demielinizacije v zgodnji fazi , kar kaže na pomembnost 
cistatina F za vzdrževanje regeneracije mielina (26). Cistatin F je zaviralec cisteinskih 
katepsinov, predvsem katepsina C, ki se sočasno izrazi v demielinizirajočih se regijah v 
mišjih modelih kronične demielinizacije (27). Ugotovljeno je, da cistatin F kolokalizira s 
katepsinom C znotraj mikroglije, kar kaže na to, da cistatin F lahko zavira aktivnost 
katepsina C v mikrogliji . Prav tako kot gensko manipulirano utišanje izražanja cistatina F 
povzroči poslabšanje demielinizacije, ima tudi gensko manipulirano povišano izražanje 
katepsina C za posledico poslabšanje demielinizacije. Torej ima ravnovesje med izražanjem 














6 Načrt za delo 
Cistatin F se sintetizira kot dimer (7), ki je kot zaviralec cisteinskih katepsinov neaktiven. 
Glikozilacija pa mu omogoča, da je preko M6PR preusmerjen proti endo/lizosomskim 
predelkom, kjer se aktivira. Z vezavo na M6PR se cistatin F lahko privzame tudi v okoliške 
celice (6).  Specifično se izraža v imunskih celicah (4), v patoloških stanjih pa se cistatin F 
lahko izraža tudi v mikrogliji. Cst7, gen za cistatin F, je izražen v aktivirani mikrogliji v 
možganih bolnikov z AB, njegovo povečano izražanje pa lahko oslabi lizosomsko funkcijo 
mikroglije (15). Cistatin F se v mikrogliji povišano izraža tudi pri multipli sklerozi med 
akutno demielinizacijo in preneha v kronični fazi, v kateri se sposobnost remielinizacije 
izgubi. Ker se njegov nivo izražanja tekom poteka multiple skleroze spreminja, bi ga lahko 
uporabili kot dober kazalec za odločanje o fazi demielinizirajoče bolezni (17). Uravnavanje 
izražanja cistatina F v patoloških stanjih pa bi lahko pripomoglo k izboljšanju nadzorovanja 
bolezni. 
V magistrski nalogi bomo preverjali znotrajcelično lokalizacijo, izločanje in privzem 
cistatina F  v celicah človeške mikroglije ter, ali njegovo izražanje vpliva na delovanje teh 
celic. Preverili bomo, ali deglikozilacija cistatina F vpliva na znotrajcelično pretvorbo in  
privzem cistatina F v celicah človeške mikroglije. Zato bomo hTERT celice transfecirali s 
plazmidi, ki v svojem nukleotidnem zaporedju nosijo zapis za dimerni cistatin F (divji tip), 
aktiven N-končno skrajšan ali neglikoziliran cistatin F. Za preverjanje privzema bomo 
netransfeciranim celicam dodali gojišče od transfeciranih celic. Izražanje cistatina F, tako v 
transfeciranih kot tudi netransfeciranih celicah, in njegovo izločanje iz celic v gojišče bomo 
dokazovali s prenosom western, za katerega bomo proteine predhodno ločili s 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata (SDS-PAGE). Z 
imunofluorescenčnim barvanjem bomo nato določili, kje v celici se izraženi protein nahaja. 
Za ugotavljanje, ali ima cistatin F vpliv na delovanje mikroglije, bomo pri transfeciranih 






7 Materiali in metode 
7.1 Materiali 
7.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica II: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema  Proizvajalec 
Bralec mikrotitrskih plošč Infinite M 1000 Tecan (Švica) 
ChemiDoc ML Imaging System BioRad (ZDA) 
Inkubator za celice  Binder (Nemčija) 
Komora z laminarnim pretokom zraka 
Herasafe KS 
Thermo Scientific (Nemčija) 
Konfokalni mikroskop LSM 710 Carl Zeiss (Nemčija) 




7.1.2 Kemikalije in reagenčni kompleti 
Preglednica III: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalije Proizvajalec 
2-(N-morfolino) etansulfonska kislina 
monohidrat (MES) 
Sigma-Aldrich (ZDA) 
Akrilamid/bisakrilamid (40%) Sigma-Aldrich (ZDA) 
Amonijev persulfat  Sigma-Aldrich (ZDA) 
Bromfenolno modro Kemika (Hrvaška) 
BSA Sigma (ZDA) 
Citronska kislina Serva (Nemčija) 
Clarity Max TM Western ECL Substrate BioRad (ZDA) 
Complete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-
free, EASY pack, Protease Inhibitor Coctail 
Tablets 
Roche (Švica) 
Ditiotreitol (DTT) Sigma (ZDA) 
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DMEM Gibco, ThermoFisher Scientific (ZDA) 
EDTA Sigma (ZDA) 
Etanol 96% Sigma-Aldrich (ZDA) 
FBS Gibco, ThermoFisher Scientific (ZDA) 
Glicerol CarloErba (Italija) 
Glicin Serva (Nemčija) 
Gly-Phe-AMC Bachem (Švica) 
HCl Sigma-Aldrich (ZDA) 
KCl Sigma (ZDA) 
KH2PO4 Sigma (ZDA) 
Lipopolisaharid (LPS (E. coli 055:B5)) Sigma (ZDA) 
Na citrat  
NaCl Fisher chemical (ZDA) 
Na deoksiholat monohidrat  Sigma-Aldrich (ZDA) 
Na dodecilsulfat Fisher BioReagents (ZDA) 
Na2HPO4 x 2H2O Serva (Nemčija) 
PBS Gibco, ThermoFisher Scientific (ZDA) 
Pen Strep Gibco, ThermoFisher Scientific (ZDA) 
PFA (16%) Electron Microscopy Scientific (ZDA) 
PolyJet TM In Vitro DNA Transfection 
Reagent  
SigmaGen Laboratories (ZDA) 
Posneto mleko v prahu Pomurske mlekarne (Slovenija) 
Prolong GOLD Antifade Reagent with 
DAPI 
Invitrogen (ZDA) 
TEMED Serva (Nemčija) 
Tripan modro Sigma-Aldrich (ZDA) 
TRIS Serva (Nemčija) 
Triton X-100 Serva (Nemčija) 
Tween 20 Merck (ZDA) 




Preglednica IV: Seznam uporabljenih reagenčnih kompletov 
Reagenčni komplet Proizvajalec 
DC Protein Assay BioRad (ZDA) 
Griess Reagent System Promega (ZDA) 





Preglednica V: Seznam uporabljenih protiteles 
Protitelo Proizvajalec 
kunčje primarno protitelo proti cistatinu F                                                                                            
mišje primarno protitelo proti GAPDH                                                                                         
mišje primarno protitelo proti TGN46                                                                                              
mišje primarno protitelo proti CD63                                                                                               
kozje proti kunčje sekundarno protitelo 
označeno s HRP                                                       
kozje proti mišje sekundarno protitelo  
DyLight 550                                                             
kozje proti kunčje IgG sekundarno 
protitelo Alexa Fluor 555                                                        
kozje proti mišje IgG sekundarno protitelo 




Santa Cruz Biotechnology (ZDA)
Promega (ZDA) 
 
ThermoFischer Scientific (ZDA) 
 
ThermoFischer Scientific (ZDA) 
ThermoFischer Scientific (ZDA) 
 
7.1.4 Plazmidi 
 pcDNA3                                                                                                                           
prazen pcDNA3 plazmid nam je služil kot kontrola 
 pcDNA3 wt cistatin F                                                                                             
pcDNA3 vektor z vstavljeno dimerno obliko cistatina F 
 pcDNA3 dN cistatin F                                                                                                          
pcDNA3 vektor z vstavljeno aktivno N-končno skrajšano obliko cistatina F  
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 pcDNA3 N6162S N115Q cistatin F                                                                                  
pcDNA3 vektor z vstavljeno trojno neglikozilirano obliko cistatina F 
7.1.5 Celična linija 
 h-Hu SV/hTERT 
Uporabili smo nesmrtno humano celično linijo h-Hu SV/hTERT, pripravljeno iz svežega 
tkiva bolnika, ki je komercialno dostopna. Celična linija je bila transfecirana z virusom SV40 
in je izražala katalitsko podenoto humane telomeraze, kar podaljša življenjsko dobo celice. 
Adherentno celično linijo smo gojili v DMEM gojišču z dodanim 10 % FBS in 1% 
penicilinom/streptomicinom pri 37°C in 5% CO2. 
7.2 Metode  
7.2.1 Delo v celičnem laboratoriju in gojenje mikroglije 
Celična linija in odmrzovanje 
Delo s celično linijo je ves čas potekalo v mikrobiološki komori z laminarnim pretokom 
zraka. Ker je naša nesmrtna humana celična linija mikroglije, hTERT, shranjena v 
zamrzovalniku pri - 80°C, smo jo morali pred pričetkom dela odmrzniti. V vodni kopeli smo 
hitro segreli kriovialo s celicami. Odmrznjene celice smo prenesli v centrifugirko in jim 
počasi dodali DMEM gojišče. Sledilo je 5 minutno centrifugiranje pri 1200 obr/min. 
Supernatant smo odsesali in posedle celice resuspendirali v gojišču. Suspenzijo celic smo 
nato prenesli v ustrezno posodo za gojenje celic, ki ima na zamašku filter. 
Gojenje celične linije 
Celično linijo smo v ustrezni posodi gojili v inkubatorju pri  37°C, 5% CO2  v gojišču DMEM 
z 10 % FBS in 1% penicilin/streptomicinom. Morfologijo in rast celic smo opazovali pod 
svetlobnim mikroskopom. Celice smo precepili ter razredčili, ko so prerasle približno 80% 
površine plošče, navadno v razmerju 1 : 6 (kultura celic : nov medij). Precepljali smo na dva 




Tripsinizacija in štetje celic 
Ker je hTERT adherentna celična linija, smo pred precepljenjem celicam, pritrjenim na 
ploščo, odsesali gojišče in dodali 2,5 ml TrypLE Select-a. Ploščo smo nato za 5 min dali v 
inkubator. Nato smo ploščo malo pretresli in pod mikroskopom pogledali, če so se celice 
odlepile od podlage. Odlepljenim celicam smo dodali 5 ml svežega gojišča in celično 
suspenzijo  prenesli  v centrifugirko. Celično suspenzijo smo dobro vorteksirali, da smo 
celice čim bolj resuspendirali in razbili skupke celic. Potem smo 1 ml celične suspenzije 
prenesli nazaj v ploščo  za gojenje celic in dodali 6 ml svežega gojišča. Za štetje celic smo 
odpipetirali 80 μl raztopine barvila Tripan modro in 20 μl celične suspenzije. 2 krat po 10 μl 
tako pripravljene raztopine smo nanesli na Neubauerjevo števno komoro. Pod svetlobnim 
mikroskopom smo na komori opazovali dvakrat po štiri kvadratke, v katerih smo šteli žive 
celice. Barvilo tripan modro namreč modro obarva mrtve celice, žive celice pa ne obarva. 
Žive celice imajo nepoškodovano membrano, katere barvilo Tripan modro ne prehaja. 
Koncentracijo celic  smo izračunali po enačbi: 
koncentracija celic (št. celic/ml) =  (število celic/število kvadratov) x  redčitev x 10.000 
Tako preštete celice smo lahko v primerni koncentraciji nacepili na plošče z različnim 
številom vdolbinic. 
7.2.2 Transfekcija celic mikroglije s cistatinom F 
Transfekcija je postopek, ki v celice na ne-virusni način vnese tuje nukleinske kisline. Je 
močno analitično orodje za preučevanje funkcije genov in proteinov. Razvitih je veliko 
metod transfekcije, ki jih razdelimo na biološko, kemično ali fizikalno posredovane. Vsaka 
metoda uporablja različne pristope, ki jih je potrebno upoštevati, odvisno od vrste celice in 
namena raziskovanja. Idealna metoda mora imeti visoko transfekcijsko učinkovitost, nizko 
toksičnost za celice, minimalne učinke na normalno fiziologijo celice ter biti enostavna za 
uporabo in ponovljiva. Poznamo stabilno in prehodno transfekcijo. Za stabilno transfekcijo 
so vpeljani genetski materiali vgrajeni v genom gostitelja in vzdržujejo izraženost transgena 
tudi potem, ko se gostiteljske celice razmnožijo (slika 5A). V nasprotju s stabilno 
transfeciranimi geni so prehodno transfecirani geni izraženi le omejeno časovno obdobje in 
niso integrirani v genom (slika 5B). Prehodno transfecirani genetski materiali se lahko 
izgubijo z delitvijo celic ali pod vplivom okoljskih dejavnikov, zato je izbira stabilne ali 
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prehodne transfekcije odvisna od cilja poskusa (28). Mi smo delali prehodno transfekcijo s 
Polyjet Reagentom, ki zagotavlja učinkovito in ponovljivo transfekcijo z majhno 
citotoksičnostjo (29). 
 
Slika 5: Shema stabilne in prehodne transfekcije. Povzeto po (28). 
Izvedba transfekcije 
Za transfekcijo  smo celice en dan prej nacepili v plošče s 6 ali 24 vdolbinicami. V plošče s 
6 vdolbinicami smo nacepili celice s koncentracijo 0,3 x 106, v plošče s 24 vdolbinicami pa 
s koncentracijo 0,05 x 106. Celični suspenziji smo v vsako vdolbinico na plošči s 6 
vdolbinicami dodali sveže gojišče do 2 ml in na plošči s 24 vdolbinicami  do 0,5 ml. Tako 
smo celice gojili v inkubatorju 24 ur, da so prerasle približno 80 odstotkov dna vdolbinice.                                                                                                                 
Transfekcijo s PolyJet Reagentom smo delali po predpisanem protokolu, dali smo le več 
DNA, kot je napisano v protokolu. Pol ure pred transfekcijo smo celicam odvzeli gojišče in 
dodali sveže gojišče, ker bi nastali mediatorji v gojišču motili transfekcijo. DNA in PolyJet 
reagent smo redčili z DMEM-om brez seruma in antibiotika, ker bi serum motil tvorbo 
kompleksa med transfekcijo. Za ploščo s 6 vdolbinicami smo za vsako vdolbinico raztopili 
2 µg plazmidne DNA v 50 µl DMEM-a. Prav tako smo za vsako vdolbinico v 50 µl DMEM-
a raztopili 3µl PolyJet reagenta. Nato smo razredčen PolyJet reagent dodali v razredčeno 
plazmidno DNA. To smo prepipetirali 3-4 krat, da smo suspenzijo dobro premešali. 
Pomembno je, da damo razredčen PolyJet v razredčeno plazmidno DNA in ne obratno. To 
smo inkubirali 10 do 15 minut na sobni temperaturi, da se je tvoril kompleks med PolyJet-
om in plazmidno DNA. 100 µl te raztopine smo nato po kapljicah dodali v vsako vdolbinico 
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in premešali z rahlim krožnim premikanjem plošče. Ploščo smo dali v inkubator s 5 % CO2 
in 37 °C. Približno 5 ur po transfekciji smo celicam odsesali gojišče, ki je vsebovalo 
kompleks med Polyjet-om in plazmidno DNA, in dodali sveže gojišče z dodanim serumom 
in antibiotikom. Postopek transfekcije je bil enak tudi za ploščo s 24 vdolbinicami, le da smo 
za vsako vdolbinico raztopili 1 µg DNA in 1,5 µl PolyJet reagenta v 25 µl DMEM-a. Lizate 
oziroma imunocitokemijo smo delali 24 ur po transfekciji. 
7.2.3 Privzem cistatina F v mikrogliji 
Za spremljanje privzema smo celice na plošče s šestimi vdolbinicami nacepili tisti dan, ko 
smo naredili transfekcijo. Naslednji dan smo celicam, nacepljenim za spremljanje privzema, 
odsesali gojišče in jim dodali 1,5 ml gojišča od celic, ki so bile transfecirane prejšnji dan in 
0,5 ml  svežega gojišča. Za ugotavljanje privzema smo celice v gojišču, ki vsebuje  cistatin 
F, pri 37 °C in 5 % CO2  inkubirali 24 ur in nato naredili lizate. 
7.2.4 Izražanje cistatina F v mikrogliji 
Priprava lizatov 
Celične lizate smo pripravili 24 ur po transfekciji oziroma po dodatku gojišča od 
transfeciranih celic. Najprej smo celicam odstranili gojišče. Nekaj tega gojišča smo porabili 
za spremljanje privzema, ostalo  smo dali v epice, ga centrifugirali (5 min, 1200 obr/min) in 
nato supernatant alikvotirali in shranili na -20° C. Celicam, ki smo jim odvzeli gojišče, smo 
dodali 1 ml dPBS. Ploščo smo krožno premikali, da smo sprali celice. Nato smo dPBS 
odsesali in dodali 50 μl hladnega lizirnega pufra.  
 Lizirni pufer 
Lizirni pufer je kombinacija RIPA pufra in komercialno pripravljenega proteaznega 
zaviralca v razmerju 1:1. Pripravili smo 25 ml 2 x skoncentriranega RIPA pufra. Najprej 
smo natehtali 50 Mm Tris in ga raztopili v 20 ml destilirane vode. S koncentrirano HCl smo 
pH uravnali na 8. Nato smo dodali vse ostale sestavine in dopolnili z destilirano vodo do 25 
ml. Raztopljeni pufer smo alikvotirali po 1 ml in shranili v zamrzovalnik na  -20 ° C. Pred 
uporabo lizirnega pufra smo 2 x skoncentriranemu RIPA pufru dodali v razmerju 1:1 dvakrat 
skoncentrirano raztopino  komercialnega proteaznega zaviralca. 
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 RIPA pufer 
50 mM Tris 0,303 g                                                                                                                    
150 mM NaCl  0,438 g                                                                                                                              
1 % Triton X-100  0,5 ml                                                                                                                      
0,5 % natrijev deoksiholat monohidrat 0,26 g                                                                                       
0,1 % SDS  0,5 ml iz založne 10 % raztopine                                                                                       
1 mM EDTA 0,1 ml iz založne 0,5 M raztopine 
Po dodatku lizirnega pufra smo ploščo nagnili in s posebnim strgalom  postrgali celice na 
dnu vdolbinice. Tako pripravljen celični lizat smo prestavili v epice, ga inkubirali  na ledu 
20 min in nato sonificirali (2 x 10 s pri 80% amplitudi). Vzorce smo imeli ves čas med 
sonifikacijo na ledu, ker sam postopek vzorce segreva. Sonifikacija je potrebna za razbitje 
DNA, ki se sprosti po prekinitvi jedrne membrane, ki jo prekine natrijev deoksiholat, 
prisoten v RIPA pufru. Po končani sonifikaciji smo vzorce centrifugirali (20 min, 16000 g, 
4° C), supernatant alikvotirali in shranili na -20° C.  
Merjenje koncentracije proteinov v vzorcu 
Koncentracijo proteinov smo določili z uporabo DC (detergent compatible) 
kalorimetričnega testa na brezbarvni mikrotitrski ploščici. Test je podoben Lowry-jevemu 
testu z nekaj izboljšavami. DC test namreč zahteva samo 15 minutno inkubacijo in 
absorbcija je stabilna vsaj dve uri oziroma se barva v 2 urah spremeni za največ 10 odstotkov 
(30). Test temelji na reakciji proteinov z bakrovim tartratom v alkalni raztopini. Kompleks, 
ki pri tem nastane, privede do redukcije Folingovega reagenta.  Folingov reagent pri tem 
izgubi 1, 2 ali 3 atome kisika, s čimer nastane ena ali več možnih reduciranih vrst, ki imajo 
značilno modro barvo. Absorbanco merimo pri 750 nm s standardnim laboratorijskim 
spektrofotometrom ali bralcem mikrotitrskih plošč (31). 
Izvajanje merjenja koncentracije proteinov 
Za merjenje koncentracije proteinov smo najprej pripravili standarde in sicer tako, da smo v 
enakem pufru, kot  ga imajo vzorci, redčili raztopino BSA s koncentracijo 10 mg/ml. Nato 
smo pripravili potrebno količino reagenta Aʼ in sicer tako, da smo vsakemu ml 
komercialnega reagenta A (alkalna raztopina bakrovega tartrata) dodali 20 μl reagenta S. 
Reagent Aʼ smo morali pripraviti, ker je v naših vzorcih bil prisoten detergent. Nato smo na 
19 
mikrotitrsko ploščo v treh ponovitvah odpipetirali po 5 μl standardov in vzorcev. V prve tri 
vdolbinice smo nanesli samo 3 x 5 μl pufra, v katerem so pripravljeni vzorci in standardi. 
Potem smo v vsako vdolbinico dodali 25 μl pripravljenega reagenta Aʼ in nato še 200 μl 
komercialnega reagenta B (razredčen Folingov reagent). Pri dodajanju reagentov smo vzorce 
premešali, vendar smo mogli paziti, da pri tem niso nastali mehurčki. Morebitne nastale 
mehurčke smo popokali z iglo, ker bi drugače lahko motili meritev absorbance. Mikrotitrsko 
ploščo smo nato 15 minut inkubirali v temi in nato pomerili absorbanco pri 750 nm na bralcu 
mikrotitrskih plošč Infinite M1000 (Tecan). 
SDS-PAGE 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata (SDS-PAGE) je 
separacijska metoda, pri kateri poteka ločevanje proteinov na osnovi njihove molekulske 
mase. Natrijev lavrilsulfat (SDS) je anionska površinsko aktivna snov, ki se nespecifično 
veže na protein in ga pri tem popolnoma denaturira. Ker je razmerje med nabojem in dolžino 
polipeptidne verige v kompleksu z SDS identično za vse proteine, bi v raztopini vse 
molekule potovale enako hitro. Pri SDS-PAGE pa se zaradi zamreženosti  gela vrši ločitev 
molekul proteinov izključno na osnovi njihove velikosti. Zamreženost gela in s tem velikost 
por je odvisna od koncentracije akrilamida in razmerja med akrilamidom in bisakrilamidom 
(32). Polimerizacija akrilamida steče v prisotnosti prostih radikalov, katerih vir je običajno 
amonijev persulfat, stabilizira pa jih TEMED (33). Pri nanosu na gel v vzorce dodamo 
nanašalni pufer, ki vsebuje bromfenol modro in saharozo oziroma glicerol. Bromfenol 
modro potuje proti anodi hitreje kot proteini in nam služi kot indikator za elektroforezno 
fronto. Elektroforezo običajno prekinemo, ko fronta doseže dno gela. Glicerol oziroma 
saharoza raztopini vzorca povečata gostoto in viskoznost, kar olajša nanašanje oziroma 
omogoča hitrejše usedanje vzorca v žepek. Ker lahko zaradi neenakega začetnega položaja 
molekul vzorca v žepku pride do ločevanja molekul v širokih pasovih, običajno uporabljamo 
diskontinuiran sistem, katerega osnova sta dva različno zamrežena gela. Zgornji, zbiralni 
gel, je manj zamrežen kot spodnji, ločevalni gel. Zbiralni gel, za razliko od ločevalnega, 
molekul pri potovanju ne ovira. Proteinske molekule se na prehodu iz zbiralnega v ločevalni 
gel skoncentrirajo v zelo ozkem pasu, od tu dalje pa se gibljejo glede na svojo velikost. 
Majhne proteinske molekule z enakim nabojem se skozi pore prebijajo lažje kot velike, zato 
bodo potovale dlje (32). Shematski prikaz SDS-PAGE predstavlja slika 6. 
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Slika 6: Shematski prikaz SDS-PAGE. Povzeto po (32). 
Vlivanje gela 
Za izvajanje SDS-PAGE smo si morali pred tem vliti gele. Uporabljali smo 4 % koncentrirni 
gel in 12% ločevalni gel debeline 1,5 mm. Najprej smo sestavili konstrukcijo za gel in vanjo 
vlili destilirano vodo, da smo se prepričali, da nam tesni. Nato smo v digestoriju v čaši 
zmešali sestavine za ločevalni gel. TEMED in APS smo dodali na koncu, ko smo iz stojala 
že zlili destilirano vodo in to popivnali s filter papirjem, da se nam ne bi bil gel strdil in ga 
ne bi več mogli vliti. 
 ločevalni gel (12%) 
dH20 4335 L                                                                                                                                                               
1,5 M Tris-HCl, pH = 8,8 2500 L                                                                                                                       
10% SDS 100 L                                                                                                                                                             
40% akrilamid/bisakrilamid (37,5 : 1) 3000 L                                                                                                
10% APS 50 L                                                                                                                                                 
TEMED 15 L  
Gel smo takoj vlili in na vrh vlitega ločevalnega gela nalili 500 µl butanola, nasičenega z 
dH2O, da smo izravnali gladino gela. To smo pustili 20 minut, da se je gel strdil, in nato 
odlili butanol. Gel smo sprali z dH2O in ga popivnali s filter papirjem. Nato smo na vrh 
21 
ločevalnega gela vlili še raztopino za koncentrirni gel in vstavili glavniček. Glavniček tvori 
žepke, v katere nanašamo vzorce.  
 Koncentrirni gel (4%) 
dH20 3168 L                                                                                                                                                            
0,5 M Tris-HCl, pH = 6,8 1250 L                                                                                                                            
10% SDS 50 L                                                                                                                                                          
40% akrilamid/bisakrilamid 500 L                                                                                                                         
10% amonijev persulfat 25 L                                                                                                                                  
TEMED 8 L  
Vliti gel smo pustili  stati vsaj 20 minut, da se je strdil,  in ga nato zavili v folijo za živila in 
papirnate brisače, zmočene z dH2O. Do izvajanja elektroforeze smo ga hranili v hladilniku, 
vendar ne več kot en teden. 
Izvajanje elektroforeze 
Najprej smo pripravili vzorce za  nanos na elektroforezni gel. Vzorce iz zamrzovalnika smo 
odtajali na ledu in jih potem hranili na ledu. Nato smo vzorce premešali in jih ustrezno 
količino, da je bila koncentracija proteinov okrog 30 µg, prenesli v nove epice. Vzorcem 
smo dodali 5 µl 5 x koncentriranega nanašalnega pufra.  
 5x koncentriran pufer za nanos vzorcev  
Tris 150 mg 
SDS 1g  
bromfenolmodro, konica spatule 
glicerol 5 ml 
S koncentrirano HCl uravnamo pH na 6,8 in dopolnimo z dH2O do 10 ml, alikvotiramo po 
1 ml in shranimo v hladilnik. 
Tako pripravljene vzorce smo premešali, minicentrifugirali in jih  kuhali 10 minut pri 100° 
C. Med tem časom smo sestavili elektroforezno kadičko in v notranji katodni del vlili 1x 
elektroforezni pufer, ki smo ga razredčili v digestoriju iz že pripravljenega 10x 
elektroforeznega pufra.  
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 Elektroforezni pufer (10x) 
Tris 30 g                                                                                                                                                                            
Glicin 144 g                                                                                                                                                                  
10% SDS 100 ml                                                                                                                                                          
dH20 do 1 L 
Kuhane vzorce smo še enkrat minicentrifugirali. Iz gela smo previdno odstranili glavniček 
in pri tem pazili, da nismo poškodovali žepkov. Nato  smo nanesli vzorce in označevalec 
velikosti proteinov (3μl). Po končanem nanosu vzorcev smo elektroforezni pufer nalili še do 
polovice kadičke v zunanji anodni del. Potek elektroforeze smo naravnali na konstanten tok 
25 mA/gel. Da je elektroforeza začela teči, smo preverili z opazovanjem izhajanja 
mehurčkov. Elektroforezo smo ves čas spremljali in zaključili, ko je modro barvilo 
pripotovalo do konca gela, kar je bilo po približno 1 uri in pol. 
Prenos western 
Prenos western je pomembna tehnika, ki se uporablja za identifikacijo proteinov. Proteine 
glede na molekulsko maso najpogosteje ločimo z gelsko elektroforezo. Proteine nato 
prenesemo iz gela na nitrocelulozno ali PVDF membrano, to pa je potrebno, ker protitelesa 
zaradi svoje velikosti težko difundirajo v poliakrilamidni gel. Prenos se izvede s pomočjo 
električnega polja, usmerjenega pravokotno na površino gela, zaradi česar se proteini 
premaknejo iz gela na membrano. Pri prenosu je pomembno, da imamo tesen stik med gelom 
in membrano, ker s tem zagotovimo jasne slike, in da namestimo membrano med gelom in 
pozitivno elektrodo. S tem negativno nabiti proteini prehajajo iz gela na membrano. Proteine 
na membrani zaznamo z uporabo specifičnih primarnih protiteles, ki se vežejo le na iskane 
proteine. Nespecifično vezavo onemogočimo z blokiranjem membrane, za kar se 
najpogosteje uporablja raztopina BSA-ja  ali mleka v prahu. Nato s spiranjem membrane 
odstranimo nevezana protitelesa in izboljšamo čistost ozadja. Na vezana primarna protitelesa 
vežemo sekundarna protitelesa, ki proizvajajo signale, ki ustrezajo položaju iskanega 
proteina. Prenos proteinov iz gela na membrano se lahko izvaja v vlažnih ali polsuhih 
pogojih (34). Delali smo hitri prenos v polsuhih pogojih, ki ga omogoča naprava Trans-blot 




Izvajanje prenosa western                                                                                                                
Najprej smo iz že pripravljenega 5 x koncentriranega komercialnega pufra za prenos 
pripravili končni pufer. 
 Pufer za prenos (75  ml)  
5x koncentriran pufer za prenos (komercialen) 15 ml                                                                                                                                
96% etanol 15 ml                                                                                                                                                  
dH2O 45 mL 
96 % etanol smo dodajali v digestoriju. V tem pufru smo namočili tako dva kupčka 
komercialno pripravljenih filter papirjev kot tudi nitrocelulozno membrano. Nato smo zložili 
kaseto. Na anodni del kasete smo položili namočen kupček filter papirjev, potem 
nitrocelulozno membrano in nanjo  iz stekelca zvrnili gel. Gel smo povaljali, da smo 
odstranili zračne mehurčke, ki bi motili prenos. Na gel smo na koncu dodali še en kupček 
namočenih filter papirjev in  pokrili s  katodnim delom kasete. Zgornji del kasete smo močno 
potisnili navzdol in kaseto zaklenili. Sestava kasete je prikazana na sliki 7. 
 
Slika 7: Sestava kasete za prenos western. Povzeto po (35). 
Kaseto smo vstavili v napravo in izbrali program za mini gel debeline 1,5 mm (1,3 A, 25 V, 
11min). Po končanem prenosu smo membrano dali v kadičko, v kateri smo imeli raztopino 




 10 x fosfatni pufer (PBS),1L 
NaCl 80,1 g                                                                                                                                
KCl 2 g                                                                                                                                
Na2HPO4  x 2 H2O 17,8 g                                                                                                   
KH2PO4 2,7 g                                                                                                                         
dH2O do 1 l                                                                                                                                
10 x PBS  smo pred uporabo ustrezno redčili. Za 1 liter 1 x PBS smo 100 ml 10 x PBS  
dodali 900 ml dH2O.                                                                                                                                                                                                                    
Membrano smo v PBS inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi. Temu je sledila inkubacija s 
primarnimi protitelesi preko noči na rotorju pri 4°C. Uporabili smo kunčja primarna 
protitelesa proti cistatinu F, redčena v raztopini 5 % mleka v prahu v PBS (1: 300). Naslednji 
dan smo membrano spirali s PBS (3 x 10 min, na stresalniku) in jo nato inkubirali s 
sekundarnimi protitelesi v raztopini 5 % mleka v prahu v PBS. Inkubacija s kozjimi proti 
kunčjimi sekundarnimi protitelesi označenimi s HRP (1:5000) je potekala 1 uro na sobni 
temperaturi. Po spiranju membrane s PBS (3 x 10 min)  smo membrano 5 minut inkubirali 
v kemiluminiscentnem substratu Clarity Max TM Western ECL Substrate. Substrata smo 
pripravili 300 μl in sicer tako, da smo v razmerju 1:1 zmešali Luminol/enhancer solution in 
Peroxide solution. Nastalo encimsko reakcijo smo opazovali z napravo BioRad ChemiDoc 
MP Imaging System. Odločili smo se, da bomo podaljšali čas inkubacije membrane s 
primarnimi protitelesi, zato smo membrano po končanem snemanju sprali s PBS in jo 
inkubirali preko vikenda pri 4° C v istih primarnih protitelesih. Po podaljšani inkubaciji s 
primarnimi protitelesi smo postopek spiranja in inkubacije s sekundarnimi protitelesi 
ponovili in membrano z istim substratom še enkrat snemali. Po snemanju membrane smo 
membrano sprali v PBS in jo dali preko noči  v raztopino mišjih primarnih protiteles proti 
proteinu GAPDH (1:1000), pri temperaturi 4°C. Ta protitelesa smo redčili v raztopini 5% 
mleka v prahu v Tris pufru z dodanim Tween-om 20 (TBST). 
 10 x Tris pufer (TBS)  
Tris 30 g                                                                                                                                                                             
NaCl 80 g                                                                                                                                                                
KCl 2 g                                                                                                                                                                        
dH2O do 1 L                                                                                                                                                             
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Za 1 liter TBST smo 100 ml 10 x koncentriranemu TBS dodali 900 ml dH2O in 1 ml 
Tween-a 20 
Naslednji dan smo membrano sprali s TBST (3 x 10 min) in jo eno uro pri sobni temperaturi  
inkubirali v sekundarnih protitelesih. Uporabili smo kozja proti mišja sekundarna protitelesa 
označena z DyLight 550 (1:5000), ki so označena s fluoroforom. Zaradi fluorescence je 
membrano s sekundarnimi protitelesi potrebno inkubirati v temi. Z GAPDH proteinom smo 
preverili enakomernost nanosa proteinov na gel, saj se protein enakomerno izraža v celicah. 
7.2.5 Lokalizacija cistatina F v mikrogliji 
Imunocitokemija 
Imunocitokemija je metoda, ki se uporablja za potrditev izražanja in določanje lokalizacije 
ciljnih proteinov ali proteinskih antigenov v celici (36). Proteine najpogosteje zaznamo z 
uporabo specifičnih protiteles, ki imajo vezane različne označevalce, ki omogočajo njihovo 
zaznavo. Kot označevalci se uporabljajo encimi, fluorescenčna barvila in fluorofori. 
Nekatere molekule so fluorescenčne tudi same po sebi in se specifično vežejo na druge 
molekule. Primer je DAPI, ki se veže na DNA in oddaja modro svetlobo. Pri uporabi 
molekul, ki jih zaznamo s fluorescenco, vzorcev ne smemo izpostavljati svetlobi, saj se s 
tem zmanjšuje obarvanost vzorca. Za preprečevanje foto-bledenja uporabljamo ProLong 
Antifade reagent, ki zavira nastanek in difuzijo reaktivnih kisikovih spojin. Pri izvajanju 
imunocitokemije celice pritrdimo na podlago, da ohranimo kemijsko in strukturno stanje 
celic. Nato z organskim topilom ali detergentom permeabiliziramo celično membrano in s 
tem omogočimo vstop protiteles v celice. Po blokadi nespecifičnih vezavnih mest v celici 
inkubiramo celice s primarnimi protitelesi, čemur sledi spiranje nevezanih protiteles in 
inkubacija s sekundarnimi protitelesi, ki nam omogočajo vizualizacijo proteinov s  
konfokalnim mikroskopom (37). Pri konfokalni mikroskopiji naenkrat osvetlimo le izbrano 
rezino vzorca, kar močno izboljša kontrast slike in omogoča tridimenzionalno slikanje. V 
kombinaciji s fluorescentnim mikroskopom se navadno uporablja za opazovanje bioloških 
vzorcev. Pri tem molekule, na katere vežemo fluorescentne označevalce, osvetljujemo s 
svetlobo izbrane valovne dolžine, ti pa izsevajo svetlobo daljše valovne dolžine. Svetloba 
daljše valovne dolžine je prepuščena skozi polprepustno zrcalo in čez drugo zaslonko vpade 
na kamero (slika 8). Ker s fluorescentnimi označevalci označimo izbrane organele v vzorcu 
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in izbrane proteine, lahko s kolokalizacijo določimo, kje v celici se iskani protein nahaja 
(38). 
 
Slika 8: Poti vzbujanja in oddajanja svetlobe pri konfokalnem mikroskopu. Povzeto po (39). 
Izvajanje imunocitokemije 
Za imunocitokemijo smo celice nacepili na ploščo s 24 vdolbinicami, v katere smo položili 
sterilna krovna stekelca. Celične suspenzije smo dali toliko, da je bilo število celic 0,05 x 
106 na vdolbinico in nato v vsako vdolbinico dodali toliko novega gojišča, da je bil skupen 
volumen 500 μl. Počakali smo 24 ur, da so se celice pritrdile na podlago, in nato pol ure pred 
transfekcijo zamenjali gojišče. Transfekcijo smo naredili s Polyjet reagentom po zgoraj 
opisanem postopku. 5 ur po transfekciji smo celicam zopet zamenjali gojišče. 24 ur po 
transfekciji smo celicam odsesali gojišče in jih spirali s PBS (2 x 5 min na stresalniku, po 
400 μl PBS na vdolbinico). Pomembno je, da ves čas pipetiramo ob steni, da celic ne 
odlepimo od podlage. Za pritrjevanje celic na krovna stekelca smo v vsako vdolbinico dodali 
400 μl 4% PFA/PBS in na stresalniku stresali 20 min. Po spiranju s PBS (3 x 5 min, 
stresanje), je sledila permeabilizacija membrane z 0,1% Triton X-100 v PBS. 
Permeabilizacija je potekala 10 min pri sobni temperaturi brez stresanja. Sledilo je blokiranje 
nespecične vezave s 3 % BSA/PBS (1h, sobna T, stresanje). Krovna stekelca smo prenesli 
iz vdolbinic na parafilm v vlažno komoro, kjer smo jih inkubirali s primarnimi protitelesi. 
Uporabili smo naslednja primarna protitelesa: kunčja primarna protitelesa proti cistatinu F 
(1:150), mišja primarna protitelesa proti TGN46 (1:80) in mišja primarna protitelesa proti 
CD63 (1:150).  
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TGN46 je 437 aminokislin dolg glikoprotein, ki se nahaja v trans Golgijevem mrežju (40). 
CD63, znan tudi kot LAMP 3, je 53 kDa velik lizosomski membranski protein (41). Vsa 
primarna protitelesa smo redčili v PBS z dodanim 1% BSA in 0,05% Tween-om 20. Najprej 
smo v epici redčili kunčja primarna protitelesa, nato smo to alikvotirali v dve epici in v eno 
epico dodala še mišja protitelesa proti TGN46, v drugo pa mišja protitelesa proti CD63. Na 
vsako stekelce smo dali 50 μl ene od suspenzij primarnih protiteles, pokrili vlažno komoro 
in tako inkubirali 1 h pri sobni T. Po končani inkubaciji smo stekelca dali nazaj v vdolbinice 
na plošči in spirali s PBS (3 x 5 min, stresanje). Nato smo v vsako vdolbinico dali 400 μl 
suspenzije sekundarnih protiteles označenih s fluoroforom (kozja proti kunčja protitelesa 
označena z AlexaFluor 555 (1:1000) in kozja proti mišja protitelesa označena z AlexaFluor 
488 (1:1000)). Tudi sekundarna protitelsa so bila redčena v  PBS z dodanim 1% BSA in 
0,05% Tween 20. Tako smo inkubirali 1 h, v temi. Po končanem spiranju (3 x 5 min, 
stresanje), smo stekelca prestavili na objektna stekla, na katera smo pred tem dali za vsako 
krovno stekelce kapljico ProLong GOLD Antifade reagenta z dodanim DAPI barvilom. 
Objektna stekla smo tako prestavili v škatlo in imeli 24 ur na sobni temperaturi v temi. Po 
24 urah, ko se je reagent posušil, pa smo preparate prestavili v hladilnik. Pripravljene 
preparate smo nato gledali na konfokalnem mikroskopu LSM 710. 
7.2.6 Vpliv cistatina F na delovanje mikroglije 
Aktivnost katepsina C in L 
Katepsin C je lizosomska cisteinska peptidaza z molekulsko maso 200 kDa, ki je široko 
izražena v številnih tkivih sesalcev. Je edini član te družine, ki deluje kot tetramer, sestavljen 
iz 4 enakih podenot. Je glavni fiziološki aktivator grancimov, to je skupine serinskih 
peptidaz, ki so ključne za obrambo organizma. Mutacija gena za katepsin C se kaže pri 
Papillom-Lefevre-jevem sindromu, za katerega so značilne kožne infekcije in paradontitis 
(42). Katepsin L je lizosomska endopeptidaza, izražena v večini evkariontskih celic. V zrelo 
obliko se pretvori iz 43 kDa velikega pro-katepsina L. Gen katepsina L aktivirajo številni 
rastni dejavniki in tumorski promotorji. Katepsin L igra pomembno vlogo pri tvorbi 
antigenov, invaziji tumorjev in metastazah, resorbciji kosti in uravnavanju znotrajceličnih in 
izločenih beljakovin, ki sodelujejo pri uravnavanju rasti (43). Tako katepsin C kot katepsin 
L sta pomembni tarči cistatina F. Dokazano je bilo, da povišane ravni cistatina F korelirajo 
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z nižjimi specifičnimi aktivnostmi katepsinov C in L in posledično z zmanjšano 
citotoksičnostjo CTL (42). 
Izvajanje meritev aktivnosti katepsina C in L 
Za merjenje aktivnosti katepsina C in L smo celice nacepili v ploščo s 6 vdolbinicami. 
Nacepili smo 0,3 x 106 celic na vdolbinico. Celični suspenziji smo do 2 ml dodali svežega 
gojišča. Po 24 urah smo naredili transfekcijo celic po zgoraj opisanem postopku. Naslednji 
dan smo pripravili lizate. Celične lizate za merjenje aktivnosti katepsinov smo pripravili v 
citratnem pufru, ker ta ne vsebuje zaviralcev proteaz.  
 50 Mm citratni pufer pH=6,2 ( 10 ml) 
0,1 M citronska kislina  0,72 ml                                                                                                          
0,1 M natrijev citrat 4,28 ml                                                                                                    
dH2O 5 ml                                                                                                                                       
10x Triton X-100 0,1 ml                                                                                                          
Citratni pufer smo alikvotirali po 1 ml in ga shranili na -20 °C. 
Postopek priprave lizatov v citratnem pufru je enak zgoraj opisanemu postopku za lizate v 
RIPA pufru. Pripravljene lizate smo 20 inkubirali na ledu in jih nato centrifugirali (4°C, 20 
min, 16000g). Supernatante smo alikvotirali in jih shranili na -20° C. Lizatom smo nato 
pomerili koncentracijo proteinov z uporabo DC komercialnega testa. Nato smo preračunali 
koncentracije proteinov in v vzorec za testiranje aktivnosti katepsina C ali L dali takšen 
volumen vzorca, da je bila količina proteinov v vsakem vzorcu 25 μg. Ustrezno preračunan 
volumen vzorcev smo v treh ponovitvah nanesli v vdolbinice na črni mikrotitrski plošči s 96 
vdolbinicami. Nato smo v vsako vdolbinico dodali ustrezno količino aktivacijskega pufra za 
katepsin C ali L, da je bil skupen volumen v vdolbinici 60 μl. Preden smo v vzorce dodali 
vnaprej pripravljen aktivacijski pufer za katepsin C ali L, smo temu dodali še ustrezno 
količino 5 mM DTT-ja. Delo je zato potekalo v digestoriju. Za slepo kontrolo smo v tri 





 Aktivacijski pufer za katepsin C 
25 mM MES                                                                                                                              
100 mM NaCl                                                                                                                            
pH 6,0                                                                                                                                           
5 mM DTT 
 Aktivacijski pufer za katepsin L 
100 mM MES                                                                                                                                       
2 mM EDTA                                                                                                                                      
pH 6,5                                                                                                                                               
5 mM DTT 
Tako smo inkubirali 15 min in nato je sledilo dodajanje substrata Gly-Phe-AMC, ki smo ga 
pripravili v aktivacijskem pufru za katepsin C ali L. V vsako vdolbinico z vzorcem ali slepo 
kontrolo smo dali 40 μl substrata. Končna koncentracija substrata v vsaki vdolbinici je bila 
70 μM. Po dodatku substrata smo pomerili absorbanco pri 450 nm. 
Merjenje koncentracije nitrita v vzorcih 
Dušikov oksid je pomembna fiziološka efektorska molekula v mnogih bioloških sistemih 
vključno z imunskim, nevronskim in kardiovaskularnim sistemom (45,46). Poleg 
posredovanju v mnogih normalnih fizioloških stanjih, pa je vključen tudi v nekatera 
patološka stanja, kot so septični šok, možganska kap, hipertenzija in nevrodegenerativne 
bolezni (46). Zaradi njegove vpletenosti v različna stanja obstaja veliko zanimanje za 
spremljanje koncentracije dušikovega oksida v bioloških tkivih in tekočinah. Eden od 
načinov spremljanja koncentracije dušikovega oksida je merjenje nitrita, ki je eden od dveh 
primarnih, stabilnih in nehlapljivih produktov razpada dušikovega oksida. Na osnovi 
merjenja nitrita je zasnovan tudi Griess Reagent System, ki temelji na kemijski reakciji 




Slika 9: Kemijska reakcija, ki poteče pri merjenju dušikovega oksida, z uporabo Griess reagentnega 
sistema. Povzeto po (45). 
Izvajanje merjenja dušikovega oksida 
Celice smo nacepili v ploščo s 6 vdolbinicami in naslednji dan naredili transfekcijo. 24 ur 
po transfekciji smo celicam odsesali gojišče in dodali gojišče brez FBS (samo DMEM z 1 
% penicilin/streptomicin). Nato smo celicam dodali LPS, ki celice stimulira. Celicam, ki so 
nam služile kot kontrola, LPS-a nismo dodali. Ene celice smo z LPS inkubirali 24 ur, ene pa 
4 ure in nato odvzeli medij. Medij smo centrifugirali (5 min, 2000 obr.) in nato supernatant 
alikvotirali in ga shranili v zamrzovalnik na -80° C. Koncentracijo NO2
-  v vzorcih smo 
pomerili s pomočjo Griess Reagent System. Najprej smo  pripravili standarde. 1 ml 100 μM 
raztopine nitrita smo pripravili tako, da smo 0,1 M standard nitrita v razmerju 1: 1000 redčili 
s pufrom v katerem so pripravljeni vzorci (DMEM z 1 % penicilin/streptomicin). 3x 100 μl 
te raztopine smo nanesli v tri vdolbinice v vrstici A na mikrotitrski plošči. Potem smo v tri 
vdolbinice v vsaki vrstici od B do H nanesli po 50 μl pufra. Nato smo iz vrstice A prenesli 3 
x 50 μl raztopine v vrtico B in tako naprej do vrstice G. 3 x 50 μl iz vrstice G smo zavrgli. 
Tako smo pripravili standarde nitrita s konc. (μM): 100;50;25;12,5;6,25;3,13;1,56;0. V 
zadnji vrsti smo imeli samo pufer, ki je služil kot slepa kontrola. Potem smo nanesli 3 x po 
50 μl vsakega vzorca  in v vse vdolbinice z vzorci in standardi dodali 50 μl raztopine 
sulfanilamida. To smo inkubirali 5-10 min pri sobni T, zaščiteno pred svetlobo. Nato smo 
dodali 50 μl raztopine NED in zopet inkubirali 5-10 min pri sobni T, zaščiteno pred svetlobo. 





8.1 Izražanje, izločanje in privzem cistatina F 
Uporabili smo plazmide z vstavljeno dimerno (wt cistatin F), aktivno N-končno skrajšano 
(dN cistatin F) ali trojno neglikozilirano (N6162S N115Q cistatin F) obliko cistatina F. S 
transfekcijo celic človeških mikroglij (hTERT), ki ne izražajo endogenega cistatina F, smo 
ugotavljali izražanje in izločanje teh oblik cistatina F v mikrogliji. Zanimalo nas je, ali se 
cistatin F lahko privzame tudi v okoliško mikroglijo, zato smo gojišče od transfeciranih celic 
dodali netransfeciranim celicam in naredi lizate še za opazovanje privzema. Prisotnost 
cistatina F smo ugotavljali s prenosom western, pred katerim smo proteine iz celičnih lizatov 
in gojišča  po velikosti ločili z SDS-PAGE. S primarnimi protitelesi smo membrano 
inkubirali čez noč in po potrebi čas inkubacije podaljšali. 
Z analizo membrane, ki je bila primarnim protitelesom izpostavljena preko noči (slika 10), 
vidimo, da je dimerni (wt) cistatin F, v veliki meri zadržan znotraj transfeciranih celic, kjer 
je delno pretvorjen tudi v monomerno obliko. Lise, ki označujejo dimerno obliko, so vidne 
pri 35 kDa, lise pri 15 kDa pa označujejo monomerno obliko cistatina F. V gojišče pa se 
izloča izključno v dimerni obliki. Aktivna (dN) oblika cistatina F se v gojišče izloča le v 
monomerni obliki, medtem ko je znotraj transfeciranih celic zadržana tako v monomerni  kot 
tudi dimerni obliki. Neglikozilirana (N6162S N115Q) oblika cistatina F je tako v celicah 
zadržana kot tudi izločena v gojišče izključno v dimerni obliki. Transfekcija s praznim 
pcDNA3 vektorjem nam je služila kot kontrola. Z inkubiranjem membrane s protitelesi proti 
GAPDH smo preverjali enakomernost nanosa proteinov, zato so lise vidne pri vseh nanosih 





Slika 10: Analiza s prenosom western celičnih lizatov in gojišča na prisotnost cistatina F po inkubaciji 
membrane s primarnimi protitelesi preko noči.  
S podaljšanjem časa inkubacije membrane s primarnimi protitelesi preko vikenda (slika 11) 
vidimo, da je dimerni (wt) cistatin F v netransfecirane celice, ki so bile 24 h izpostavljene 
gojišču od transfeciranih celic, privzet in tudi pretvorjen v monomerno obliko. Privzem 
aktivne (dN)  oblike cistatina F je  prisoten, vendar v bistveno manjši količini kot privzem 
dimernega (wt) cistatina F. Viden je šibek signal za monomerno obliko aktivnega cistatina 
F. Neglikoziliran (N6162S N115Q) cistatin F se v netransfecirane celice ni privzel, saj pri 




Slika 11: Analiza s prenosom western celičnih lizatov in gojišča na prisotnost cistatina F po inkubaciji 
membrane s primarnimi protitelesi preko vikenda. 
8.2 Lokalizacija cistatina F v celicah 
Z analizo membrane po prenosu western smo potrdili, da se vsaj del cistatina F zadrži v 
transfeciranih celicah. Ker pa nas je zanimalo, v katerih organelih se zadržujejo posamezne 
oblike cistatina F, smo naredili imunofluorescenčno barvanje. Celice smo zato nacepili na 
krovna stekelca, jih po fiksaciji transfecirali in nato inkubirali z različnimi kombinacijami 
protiteles, tako da so se ta vezala na cistatin F in posamezen organel v celici. Za označitev 
sekretornih poti smo uporabili TGN46, endo/lizosome pa smo označili s CD63 
označevalcem. Primarna protitelesa smo detektirali s sekundarnimi protitelesi, ki oddajajo 
fluorescenčno svetlobo in smo jih zato lahko opazovali na konfokalnem mikroskopu. Rdeče 
obarvanje nam kaže cistatin F, zelena barva označuje organel, ki ga označuje posamezno 
protitelo, prekrivanje teh barv, pa nam kaže na kolokalizacijo. Kolokalizacija nam pove, da 
se cistatin F nahaja v tistem organelu, ki ga označuje posamezno protitelo. Pri barvanju 
netransfeciranih celic nismo zaznali nobenega rdečega obarvanja, kar kaže na to, da ni 
prisotne nespecifične vezave. 
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 dimerni cistatin F - wt cistatin F 
Na slikah 12 in 13 vidimo, da je dimerni (wt) cistatin F kolokaliziral tako z označevalcem 
lizo/endosomov (CD63), kot tudi z označevalcem sekretornih poti (TGN46). Kolokalizacija 
z obema označevalcema kaže na to, da se wt cistatin F v transfeciranih h TERT celicah 
nahaja tako v vezikularnih kot tudi sekretornih poteh. 
 
Slika 12: Prikaz kolokalizacije dimernega (wt) cistatina F z označevalcem za endo/lizosome, CD63. Na 
levi sliki vidimo cistatin F, ki smo ga označili z uporabo kunčjih primarnih protiteles proti cistatinu F in 
sekundarnih proti kunčjih protiteles označenih z Alexa 555. Na sredinski sliki vidimo CD63, ki smo ga 
označili z uporabo mišjih primarnih protiteles proti CD63 in sekundarnih proti mišjih protiteles 
označenih z Alexa 488. Na desni sliki vidimo kolokalizacijo dimerne (wt) oblike cistatina F in označevalca 
za endo/lizosome, CD63. 
 
 
Slika 13: Prikaz kolokalizacije dimernega (wt) cistatina F z označevalcem za sekretorne poti, TGN46. 
Na levi sliki vidimo cistatin F, ki smo ga označili z uporabo kunčjih primarnih protiteles proti cistatinu 
F in sekundarnih proti kunčjih protiteles označenih z Alexa 555. Na sredinski sliki vidimo TGN46, ki 
smo ga označili z uporabo mišjih primarnih protiteles proti TGN46 in sekundarnih proti mišjih 
protiteles označenih z Alexa 488. Na desni sliki vidimo kolokalizacijo dimerne (wt) oblike cistatina F in 
označevalca za sekretorne poti, TGN46. 
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 aktiven N-končno skrajšan cistatin F - dN cistatin F 
Aktiven N-končno skrajšan (dN) cistatin F je kolokaliziral z označevalcem endo/lizosomov, 
CD63, (slika 14) in z označevalcem sekretornih poti, TGN46, (slika 15), torej se v celicah 
nahaja v endo/lizosomih in sekretornih poteh. 
 
Slika 14: Prikaz kolokalizacije aktivnega (dN) cistatina F z označevalcem za endo/lizosome, CD63. Na 
levi sliki vidimo cistatin F, ki smo ga označili z uporabo kunčjih primarnih protiteles proti cistatinu F in 
sekundarnih proti kunčjih protiteles označenih z Alexa 555. Na sredinski sliki vidimo CD63, ki smo ga 
označili z uporabo mišjih primarnih protiteles proti CD63 in sekundarnih proti mišjih protiteles 
označenih z Alexa 488. Na desni sliki vidimo kolokalizacijo aktivne N-končno skrajšane (dN) oblike 
cistatina F in označevalca za endo/lizosome, CD63.  
 
 
Slika 15: Prikaz kolokalizacije aktivnega (dN) cistatina F z označevalcem za sintetske/sekretorne poti, 
TGN46. Na levi sliki vidimo cistatin F, ki smo ga označili z uporabo kunčjih primarnih protiteles proti 
cistatinu F in sekundarnih proti kunčjih protiteles označenih z Alexa 555. Na sredinski sliki vidimo 
TGN46, ki smo ga označili z uporabo mišjih primarnih protiteles proti TGN46 in sekundarnih proti 
mišjih protiteles označenih z Alexa 488. Na desni sliki vidimo kolokalizacijo aktivne (dN) oblike cistatina 
F in označevalca za sekretorne poti, TGN46. 
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 neglikoziliran  cistatin F - N6162S N115Q cistatin F 
Pri barvanju z označevalcem sekretornih poti, TGN46, opazimo izrazito rumeno obarvanje, 
kar kaže, da se neglikoziliran cistatin F v celicah nahaja v sekretornih poteh (slika 16). 
Pomanjkanje rumene barve pri barvanju z označevalcem lizo/endosomov, CD63, pa nam 
pove, da neglikozilirane oblike cistatina F v endo/lizosomih ni (slika 17). 
 
Slika 16: Prikaz kolokalizacije neglikoziliranega (N6162S N115Q) cistatina F z označevalcem za 
endo/lizosome, CD63. Na levi sliki vidimo cistatin F, ki smo ga označili z uporabo kunčjih primarnih 
protiteles proti cistatinu F in sekundarnih proti kunčjih protiteles označenih z Alexa 555. Na sredinski 
sliki vidimo CD63, ki smo ga označili z uporabo mišjih primarnih protiteles proti CD63 in sekundarnih 
proti mišjih protiteles označenih z Alexa 488. Na desni sliki vidimo kolokalizacijo neglikoziliranega 
(N6162S N115Q) cistatina F in označevalca za endo/lizosome, CD63. 
 
 
Slika 17: Prikaz kolokalizacije neglikoziliranega (N6162S N1115Q) cistatina F z označevalcem za 
sekretorne poti, TGN46. Na levi sliki vidimo cistatin F, ki smo ga označili z uporabo kunčjih primarnih 
protiteles proti cistatinu F in sekundarnih proti kunčjih protiteles označenih z Alexa 555. Na sredinski 
sliki vidimo TGN46, ki smo ga označili z uporabo mišjih primarnih protiteles proti TGN46 in 
sekundarnih proti mišjih protiteles označenih z Alexa 488. Na desni sliki vidimo kolokalizacijo 
neglikoziliranega ( N6162S N115Q ) cistatina F in označevalca za sekretorne poti, TGN46. 
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8.3 Vpliv cistatina F na delovanje mikroglije 
8.3.1 Aktivnost katepsina C in L v mikrogliji 
Odločili smo se pomeriti še aktivnost lizosomskih proteaz in sicer katepsina C in L v celicah, 
transfeciranih s plazmidi, ki nosijo zapis za dimerno (wt), aktivno N-končno skrajšano (dN) 
ali neglikozilirano (N6162S N115Q) obliko cistatina F. Aktivnost katepsinov smo določali 
tudi v vzorcih, izpostavljenih gojišču od transfeciranih celic. Kot kontrola so nam služile 
celice brez transfekcije oziroma brez dodanega gojišča od transfeciranih celic. Ali med 
posamezno obliko cistatina F in kontrolo obstaja statistično pomembna razlika aktivnosti 
katepsina C in L, smo preverili s student-testom. V prejšnjih poskusih smo dokazali, da se 
tako dimerni (wt) cistatin F kot tudi aktiven N-končno skrajšan (dN) cistatin F v lizatih 
transfeciranih celic nahajata v aktivni monomerni obliki. Z merjenjem aktivnosti katepsinov 
C in L v transfeciranih celicah pa opazimo, da  skladno s temi ugotovitvami zmanjšata tudi 
aktivnost katepsina C in L, vendar je zmanjšanje aktivnosti katepsina C manj izrazito. Padec 
aktivnosti katepsina C opazimo tudi pri lizatih celic, transfeciranih z neglikozilirano 
(N6162S N115Q) obliko cistatina F, kar pa je neskladno z ugotovitvijo, da se neglikozilirana 
oblika cistatina F ne privzema iz zunajceličnega prostora in ne prenese v endo/lizosome in 
se tako v lizatih transfeciranih mikroglij ne nahaja v aktivni monomerni obliki. Dimerni (wt) 
cistatin F minimalno zmanjša aktivnost katepsina C in L tudi pri privzemu, medtem ko pri 
lizatih privzema z izraženo aktivno N-glikozilirano (dN) obliko cistatina F ne izmerimo 
zmanjšanja aktivnosti teh dveh katepsinov. Rezultati merjenja aktivnosti katepsina C in L so 










8.3.2 Merjenje koncentracije nitrita v vzorcu 
Za merjenje koncentracije nitrita smo  celicam 24 ur po transfekciji zamenjali gojišče. Dodali 
smo jim gojišče brez FBS. Celice smo nato stimulirali z dodatkom LPS-a in jih v prisotnosti 
LPS-a inkubirali ene 24 ur, druge pa 4 ure. Iz  slike 19 je razvidno, da nismo dobili 
pričakovanih rezultatov. Koncentracije nitrita so namreč v vseh vzorcih približno enake. 
Vidimo, da nam celice z LPS-om sploh ni uspelo stimulirati, saj je koncentracija nitrita enaka 
tako pri kontrolah z dodatkom LPS-a, kot tudi pri kontrolah kjer LPS-a nismo dodali. 
Poskušali smo dodati tudi večje koncentracije LPS, vendar tudi takrat nismo dosegli želene 
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Cistatini so peptidazni zaviralci, ki delujejo pretežno zunajcelično in nadzorujejo izločene 
in napačno usmerjene peptidaze. Izjema je cistatin F, ki deluje pretežno znotrajcelično (6). 
Sintetizira se kot 145 AK dolg neaktiven dimer, povezan preko disulfidnih vezi (7). Taka 
molekula je kot zaviralec cisteinskih katepsinov neaktivna, glikozilacija pa ji omogoča, da 
je preko manoze-6-fosfatne poti preusmerjena proti endo/lizosomskim predelkom, kjer se 
aktivira z monomerizacijo (6). Glikozilacija cistatinu F omogoča tudi delovanje in trans, kar 
pomeni, da je izločena neaktivna dimerna oblika cistatina F lahko internalizirana in 
aktivirana v drugih prejemnih celicah. V celičnih predelkih najdemo različne oblike cistatina 
F. Tako neaktivno dimerno obliko najdemo v Golgijevem aparatu, endoplazmatskem 
retikulumu in zunajceličnih tekočinah, medtem ko se monomerna oblika nahaja v endosomih 
in lizosomih (4). Cistatin F se specifično izraža v imunskih celicah kot so nevtrofilci, 
eozinofilci, mastociti, makrofagi, dendritične celice, CTL in NK celice. V patoloških stanjih 
pa se izraža tudi v drugih celicah. Povišano izražanje gena Cst7, ki kodira cistatin F, je 
pokazano v mikrogliji, na mišjem modelu Alzheimerjeve bolezni (24). Prav tako je na mišjih 
modelih dokazano, da se cistatin F v mikrogliji povišano izraža pri multipli sklerozi med 
akutno demielinizacijo in preneha v kronični fazi, v kateri se sposobnost remielinizacije 
izgubi (17). 
Za ugotavljanje izražanja in znotrajcelične pretvorbe cistatina F v celicah človeške 
mikroglije smo hTERT celice, ki ne vsebujejo endogenega cistatina F, transfecirali s 
plazmidi, ki v svojem nukleotidnem zaporedju nosijo zapis za  dimerni (wt) cistatin F polne 
dolžine, aktiven N-končno skrajšan (dN) cistatin F ali trojno neglikoziliran (N6162S 
N115Q) cistatin F. Ker nas je zanimalo, ali se cistatin F lahko privzame tudi v okoliške 
mikroglije in se znotraj njih aktivira, smo netransfecirane celice izpostavili gojišču od 
transfeciranih celic. Z analizo rezultatov prenosa westrn smo ugotovili, da se dimerni (wt) 
cistatin F v veliki meri zadrži znotraj transfeciranih celic, kjer je delno pretvorjen v 
monomerno obliko. Pri snemanju membrane  vidimo lise tako pri 35 kDa, ki označujejo 
dimerne oblike cistatina F, kot tudi pri 15 kDa, ki kažejo na prisotnost monomernih oblik 
cistatina F. Z imunocitološkim barvanjem transfeciranih celic in opazovanjem na 
konfokalnem mikroskopu smo potrdili, da dimerni (wt) cistatin F kolokalizira tako z 
označevalcem za sekretorne poti, TGN46, kot tudi z označevalcem za endo/lizosomske poti, 
CD63. Iz dobljenih rezultatov sklepamo, da se dimerni (wt) cistatin F v hTERT celicah 
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privzame v endo/lizosome preko z M6PR posredovane poti in se tam pretvori v monomerno 
obliko. Cistatin F se izloča tudi iz celic v gojišče, vendar samo v dimerni obliki. Ker smo pri 
nanosu lizata od privzema imeli lise prisotne tako pri 35 kDa, kot tudi pri 15 kDa, lahko 
rečemo, da se dimerni (wt) cistatin F privzame  v okoliške celice in se znotraj njih pretvori 
v monomerno obliko. S tem smo dokazali, da se dimerni (wt) cistatin F lahko internalizira v 
človeško mikroglijo.  Pri nanosu lizata z aktivnim N-končno skrajšanim (dN) cistatinom F 
vidimo lise pri 35 kDa in pri 15 kDa, kar nam pove, da je aktiven protein v celicah prisoten 
tako v monomerni kot tudi dimerni obliki. Aktiven  N-končno skrajšan protein pa se  v 
monomerni obliki v veliki meri izloča tudi iz celic, kar nam kaže močna lisa pri nanosu 
gojišča od celic transfeciranih s plazmidom, ki ima v svojem nukleotidnem zaporedju zapis 
za aktivno obliko cistatina F. Glede na to, da je eden od cisteinov vključenih v tvorbo 
disulfidnih mostičkov, prisoten tudi v N-končno skrajšani obliki cistatina F, je dimerizacija  
še zmeraj možna, ampak je stabilnost dimera slabša, kar je razvidno iz tega, da je aktiven 
cistatin F v celičnem gojišču prisoten le v monomerni obliki. Aktiven N-končano skrajšan 
cistatin F je sposoben privzema v okoliško celico, kar smo dokazali z dobljeno liso pri 
privzemu. Z dobljenimi rezultati sklepamo, da se aktiven N-končno skrajšan cistatin F preko 
od M6PR odvisne poti privzema tako v celico kot tudi v endo/lizosome. S konfokalno 
mikroskopijo transfeciranih celic vidimo kolokalizacijo aktivnega proteina tako z 
označevalcem za sekretorne poti, TGN46, kot tudi z označevalcem za endo/lizosome, CD63, 
kar je lahko posledica privzema v endosome. Trojno neglikoziliran (N6162S N115Q) 
cistatin F se v mikroglijskih celicah izraža in izloča v dimerni obliki. S konfokalno 
mikroskopijo smo opazili, da trojno neglikoziliran cistatin F kolokalizira z označevalcem za 
sekretorne poti, TGN46, ne kolokalizira pa z označevalcem za endo/lizosome, CD63. Glede 
na te rezultate lahko sklepamo, da neglikoziliran cistatin F ne prehaja v endo/lizosome in se 
zato ne pretvori v monomerno obliko. Prav tako neglikoziran cistatin F ni bil privzet v 
netransfecirane celice, ker pri nanosu lizata od privzema ne opazimo lise. Dobljeni rezultati 
so skladni z ugotovitvami, da se cistatin F privzema v celice in transportira v endo/lizosome 
preko M6PR, ki prepozna specifične M6P strukturne elemente, ki so del pripetega 
oligosaharida na N-glikoziliranih asparaginih. S tem smo pokazali, da ima cistatin F v 
človeški mikrogliji enako znotrajcelično ciljanje in privzem, kot je to pokazano za imunske 
celice kot tudi za različne človeške celične linije.                                                                                                 
42 
Učinek cistatina F smo preverjali glede na aktivnosti znotrajceličnih peptidaz, katepsina C 
in L, v vseh celičnih lizatih, ki so bili pripravljeni iz transfeciranih celic ali celic 
izpostavljenih gojišču, ki vsebuje različne oblike cistatina F. V HeLa celicah je že bilo 
dokazano, da je zaviranje aktivnosti katepsina C in L odvisno od prehoda cistatina F v 
endo/lizosome in pretvorbe v monomerno obliko. Z merjenjem aktivnosti katepsina C in L 
v transfeciranih mikroglijah smo ugotovili, da izražanje dimernega (wt) cistatina F in 
aktivnega N-končno skrajšanega (dN) cistatina F zmanjša aktivnost katepsina L in v manjši 
meri tudi aktivnost katepsina C. Zmanjšanje aktivnosti je skladno z že dokazanimi dejstvi in 
našimi prejšnjimi rezultati, da sta ti dve obliki cistatina F v lizatih transfecirane mikroglije 
prisotni v aktivni monomerni obliki. S konfokalno mikroskopijo smo tudi potrdili, da se 
nahajata v endo/lizosomih mikroglije in lahko tako neposredno intereagirata s katepsinoma 
C in L. Ker pa je zmanjšanje aktivnosti katepsina C majhno, sklepamo, da morda v človeški 
mikrogliji katepsin C ni glavna tarča cistatina F, kot je to dokazano za mišjo mikroglijo. 
Neskladno z ugotovitvijo, da neglikozilirana oblika (N6162S N115Q) cistatina F ne prehaja 
v  endo/lizosome in se v mikrogliji ne pretvori v aktivno monomerno obliko, smo izmerili 
zmanjšanje aktivnosti katepsina C tudi pri lizatu celic transfeciranih s plazmidom, ki vsebuje 
zapis za neglikozilirano obliko cistatina F. Možno je, da je med samo pripravo lizatov prišlo 
do  interakcije med katepsinom C, ki se sicer nahaja v endo/lizosomih, in cistatinom F iz 
sekretorne/sintetske poti. Pri privzemih smo izmerili majhno zmanjšanje  aktivnosti 
katepsina C in L samo pri lizatih s privzeto dimerno (wt) obliko cistatina F, ne pa tudi pri 
lizatih z aktivno N-končno skrajšano obliko cistatina F. Čeprav smo v lizatih privzema 
potrdili prisotnost dimerne kot tudi aktivne oblike cistatina F, sklepamo, da je bila 
koncentracija proteina morda premajhna, da bi bistveno vplivala na aktivnost katepsinov.   
Na mišjih modelih AB je dokazano, da je izražanje cistatina F posredovano preko RIPK1. 
Njegovo  izražanje okrepi tudi INF γ na od RIPK 1 odvisen način. Cistatin F je v korteksu 
mišjega modela AB močno izražen v aktivirani mikrogliji ob Th+ plakih. Zaviranje RIPK 1 
pa vodi v izgubo aktiviranih mikroglij z izraženim cistatinom F. Aktivirana mikroglija 
posreduje indukcijo fenotipa DAM, vključno z zmanjšano fagocitno sposobnostjo in 
spremenjenim vnetnim odzivom (15). Aktivacija mikroglije poveča oksidativni izbruh, ki 
uravnava indukcijo več encimov. Ti encimi med drugimi spojinami tvorijo tudi dušikov 
oksid, katerega koncentracijo lahko zaznamo z merjenjem nitrita. Da bi ugotovili ali cistatin 
F vpliva na aktivnost mikroglij, smo transfecirane celice mikroglij stimulirali z dodatkom 
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LPS-a in nato iz pripravljene referenčne krivulje standardov nitrita izračunali koncentracijo 
nitrita v vzorcih. Iz rezultatov je razvidno, da nam z dodatkom LPS-a ni uspelo stimulirati 
mikroglij (koncentracije nitrita so enake tudi v kontrolah brez dodanega LPS), zato iz teh 
podatkov ne moremo določiti vpliva cistatina F na aktivirane mikroglije. 
Ker je izražanje cistatina F v mikrogliji vpleteno v  patološka stanja, bi uravnavanje  
njegovega izražanja lahko pripomoglo k izboljšanju nadzorovanja bolezni. Cistatin F v 
mikroglije in v endo/lizosome prehaja preko M6PR in za ta prehod potrebuje N-vezane 
glikane. Zato bi lahko s preprečevanjem glikozilacije cistatina F, zmanjšali njegovo izražanje 
















10 Sklepi  
V celicah človeške mikroglije, transfeciranih s plazmidi, ki v svojem nukleotidnem 
zaporedju nosijo zapis za različne oblike cistatina F, smo s prenosom western in s konfokalno 
mikroskopijo določili lokalizacijo in pretvorbo cistatina F mikrogliji. Z uporabo 
kondicioniranega medija smo preučili, katera oblika cistatina F se lahko privzame tudi v 
okoliško mikroglijo in ima tako sposobnost delovanja in trans. Inhibitorno delovanje 
cistatina F v mikrogliji smo dokazovali z merjenjem aktivnosti katepsina C in L. Prišli smo 
do spodaj naštetih sklepov. 
 Cistatin F se sintetizira  v dimerni obliki, prenese v endo/lizosome in se znotraj njih 
pretvori v monomerno obliko. Iz mikroglie se izloča v dimerni obliki in privzema v 
okoliške celice. 
 Aktiven N-končno skrajšan (dN) cistatin F se iz mikroglije izloča v monomerni obliki, 
znotraj celic se zadržuje tako v monomerni kot tudi dimerni obliki in se lahko privzema 
tudi v okoliške celice.  
 Trojno neglikoziliran  (N6162S N115Q) cistatin F se iz mikroglije izloča izključno v 
dimerni obliki, se ne prenese v endo/lizosome in se tudi ne privzema v okoliške celice. 
Deglikozilcija cistatina F onemogoči njegovo pretvorbo v aktivno obliko in delovanje 
in trans.  
 Izraženost dimerne (wt) in aktivne N-končno skrajšane (dN) oblike cistatina F v 











1. Stoka V, Turk B, Turk V: Lysosomal Cysteine Proteases: Structural Features and 
their Role in Apoptosis. IUBMB Life 2005; 57 (4/5): 347-353. 
2. Turk V, Turk B, Turk D: Lysosomal cysteine proteases: facts and opportunities. 
EMBO J 2001; 20 (17): 4629-4633. 
3. Hamilton G, Colbert D. J, Schuettelkpf W. A, Watts C: Cystatin F is a cathepsin C-
directed protease inhibitor regulated by proteolysis. The EMBO Journal 2008; 27: 
499-508. 
4. Kos J, Perišić Nanut M, Prunk M, Sabotič J, Dautović E, Jewwet A: Cystatin F as a 
regulator of immune cell cytotoxicity. Cancer Immunology, Immunotherapy 2018; 
67: 1931-1938. 
5. Ochieng J, Chandhuri G: Cystatin Superfamily. J Health Care Poor Underserved 
2010; 21 (Suppl): 51-70.  
6. Perišić Nanut M, Sabotič J, Švajger U, Jewett A, Kos J: Cystatin F Affects Natural 
Killer Cell Cytotoxicity. Frontiers in Immunology 2017; 8: 1459. 
7. Magister Š, Kos J: Cystatins  in Immune System. J Cancer 2013; 4 (1): 45-56. 
8. W. Schuttelkopf A, Hamilton G, Watts C, MF van Aalten D: Structural Basis of 
Reduction-dependent Activation of Human Cystatin F. JBC 2006; 281: 16570-5. 
9. Colbert JD, Plechanovova A, Watts C: Glycosylation Directs Targeting and 
Activation of Cystatin F from Intracellular and Extracellular Sources. Blackwell 
Munksgaard Traffic 2009; 10: 425-37. 
10. Pellagatti A, Vetrie D, Langford CF, Gama S, Eagleton H, Wainscoat JS, Boultwood 
J: Gene expression profiling in polycitemia vera using cDNA  microarray 
technology. Cancer Res 2003; 63: 3940-3944. 
11. Steinau M, Unger ER, Vernon SD, Jones JF, Rajecvan MS: Differential-display PCR 
of peripheral blood for biomarker discovery in chronic fatique syndrome. J Mol Med 
(Berl) 2004; 82: 750-755. 
12. Werle B, Sauckel K, Nathanson CM, Bjarna Dottir M, Spiess E, Ebert W, 
Abrahamson M: Cystatins C, E/M and F in human pleural fluids of patients with 
neoplastic and inflammatory lung disorders. Biol Chem 2003; 384: 281-28. 
13. Utsunomiya T, Hara Y, Kataoka A, Morita M, Arakawa H, Mori M, Nishimura S: 
Cystatin-like metastasis-associated protein mRNA expression in human colorectal 
46 
cancer is associated with both liver metastasis and patient survival. Clin Cancer Res 
2002; 8: 2591-2594. 
14. Chiu I M, Morimoto E T A, Goodarzi H, idr.: A neurodegeneration – specific gene 
expression signature of acutely  isolated microglia from an amyotrophic lateral 
sclerosis mouse model. Cell Rep 2013; 4: 385-401. 
15. Ofengeim D, Mazzitelli S, Itoy, Dewitt J, Mifflin L, Zou C, Das S: RIPK1 mediates 
a dissease-associated microglial response in Alzheimers dissease. PNAS 2017; 114 
(41): 8788-97. 
16. Nuvalone M, Schmid N, Miele G, idr.: Cistatin F is a biomarker of prion 
Pathogenesis in mice. PLoS One 2017; 12(2): e0171923. 
17. Ma J, Tanaka KF: Microglial Cystatin F expression is a sensitive indicator for 
ongoing demielination with concurrent remyelination. Neurosci Res 2011; 89 (5): 
639-49. 
18. Novak D, Roth LT, McGaven BD: Microglia Development and function. Anna Rev 
Immunol 2014; 32: 367-402.  
19. Hansen VD, Hanson EJ, Sheng M: Microglia in Alzheimers disease. J Cell Biol 
2018; 217 (2): 459-72. 
20. Ginhoux F, Lim S, Hoeffel G, Low D, Huber T: Origin and differentiation of 
microglia. Front Cell Neurosci 2013; 7: 65. 
21. Streit WJ, XueQ S, Tischer J, Bechmann I: Microglial pathology. Acta Nevropathol 
Commun 2014; 2: 142. 
22. Mesa G, Jay R, Checkley AM, Luttge B, Dobrowolski C, Valadkhan S, Landreth 
EG, Karn J, Carbonell AD: Immortalization of primary microglia: a new platform to 
study HIV regulation in the central nervous system. J Nevrovirol 2017, 23 (1): 47-
66. 
23. Accetto R, Bajrović F, Bajrović N, idr.: Temelji patološke fiziologije, 2. izdaja, 
Ljubljana: Medicinska fakulteta, Inštitut za patološko fiziologijo,  2011: 293-297. 
24. Cameron B, Landreth EG: Inflammation, microglia, and Alzheimers disease. 
Neurobiology of Disease 2010;  37: 503-9. 
25. Šega Jazbec S: Multipla skleroza. Farmacevtski vestnik 2016; 67 (2/3): 174-178. 
26. Scimizu T, Wisessmibh W, Li J, Abe M, Sakimura K: The balance between 
Cathepsin C and cystatin F Controls remyelination in the brain of Plp1-
47 
overexpressing mause, a chronic demyelinating disease model. Glia 2017; 65(6): 
917-30. 
27. Durose WW, Shimizu T, Li J, Abe M: Cathepsin C modulates myelin 
oligodendrocyte glycoprotein-induced experimental autoimmune encephalomyelitis. 
J Neurochem 2019; 148 (3): 413-425.  
28. Kyung Kim T, H. Eberwine J: Mammalian cell transfection: the present and future. 
Anal Bioanal Chem 2010; 397(8): 3173-3178. 
29. PolyJet In Vitro DNA Transfection Reagent. [Internet]. [citirano 17. december 
2019.]. Dostopno: http://signagen.com/DataSheet/SL100688.pdf  
30. DC protein Assay.  [Internet]. [citirano 22. januar 2020.]. Dostopno: 
https://www.bio-rad.com/en-si/product/dc-protein-assay?ID=22faf97a-6b8d-4763-
8b97-3dc530dcab66 
31. DC Protein Assay Instruction Manual. [Internet]. [citirano 22. januar 2020.]. 
Dostopno: http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/LIT448.pdf 
32. Molek P, Vodnik M, Ravnikar M, Bratkovič T: Skripta za vaje iz Farmacevtske 
biotehnologije. Ljubljana, 2012: 86-91. 
33. Pečar Fonović U, Obermajer N, Jevnikar Z, Mirkovič B, Rojnik M, Hafner A, Kos 
J: Vaje iz farmacevtske biokemije, 2.izd. Ljubljana: Fakulteta za farmacijo, Katedra 
za farmacevtsko biologijo, 2011: 68-75. 
34. Mahmood T, Yang P. Western Blot: Technique, Theory, and Trouble Shooting. N 
Am J Med Sci 2012; 4(9): 429-434. 
35. Trans-Blot Turbo Transfer System. [Internet]. [citirano 24. januar 2020.]. Dostopno: 
https://www.bio-rad.com/en-si/product/trans-blot-turbo-transfer-
system?ID=LGOQBW15 
36. What is Immunocytochemistry (ICC)? [Internet]. [citirano 27. januar 2020.]. 
Dostopno: https://www.sinobiological.com/category/what-is-icc 
37. Immunocytochemistry. [Internet]. [citirano 27. januar 2020.].  Dostopno: 
https://www.proteinatlas.org/learn/method/immunocytochemistry 
38. Konfokalni mikroskop. [Internet]. [citirano 27. januar 2020.]. Dostopno: 
http://wiki.fmf.uni-lj.si/wiki/Konfokalni_mikroskop 
39. Confocal Microscopy ׀ Principle &Applications ׀ ibidi. [Internet]. [citirano 06. maj 
2020.]. Dostopno: https://ibidi.com/content/216-confocal-microscop 
48 








42. Turk D, Janjić V, Turk B, idr.: Structure of human dipeptidyl peptidase I 
(cathepsin C): exclusion domain added to an endopeptidase framework creates the 
machine for activation of granular serine proteases. EMBO J 2001; 20 (23): 6570-
6582. 
43. Cathepsin L : R&D System. [Internet]. [citirano 10. maj 2020.]. Dostopno: 
https://www.rndsystems.com/resources/articles/cathepsin-l 
44. Prunk M, Nanut Perišić M,  Kos J, idr.: Increased Cystatin F Levels Correlate with 
Decreased Cytotoxicity of Cytotoxic T Cells. Radio Oncol 2019; 53(1): 57-68. 
45. Griess Reagent System. [Internet]. [citirano 10. februar 2020.]. Dostopno: 
file:///C:/Users/Uporabnik/Downloads/Griess%20Reagent%20System%20TB229.p
df 
46. Bredt S D, Snyder H S: Nitric Oxide: A Physiologic Messenger Molecule. Annu. 
Rev. Biochem1994; 63: 175-95. 
 
